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(54) TMe: PROTEIN PRESENTING AN ACnVITY OF THE CYTOKINE TYPE, RECOMBINANT DNA. EXPRESSION 
VECTOR AND HOSTS USED TO PRODUCE SUCH PROTEIN 

(54)11tie: PROTEINE PRESENTANT UNE ACnVire DE TYPE CYTOKINE, ADN RECOMBINANT, VECTEUR 
D^EXPRESSION ET BOTES PERMETFANT SON OBTENTION 

MctLysHisLeuAspLysLysIlirGlnThrProLysLeu (al) 
1 5 10 

Gin Pro Val Gly He AsnHir ScrThr Tbr Cys Cys Tyr Arg Phe lie 

15 10 15 

Asn Lys Lys lie Pro Lys Gin Arg Leu Glu Scr Tyr Aig Arg TTir Thr 

20 25 30 (32) 

Scr Scr His Cys Pro Arg Glu Ala Val lie Phe Lys TTir Lys Leu Asp 
35 40 45 

Lys Glu He Cys Ala Asp Pro Thr Gin Lys Trp Val Gin Asp Phe 
(57)AMiict 50 55 . gQ 

The invention relates to a ]MroCein presenting an activity of the (^kine type whidi has the sequence (al) and immediately 
upstream of the sequence (al), a portion of the sequence (a2) or of a sequence ctiifering by one or a jdurality of amino adds from 
the sequence (a2) and conferring to the protein the same activity. Application; medicament useful paiticulariy as anticancer or 



(57)Abr^ 

L'invention a pour objet une proteine presentant une activity de type t^kine qui oomprend ia s^ence (al), et immedia- 
tement en amont de la s^ence (al), une paitie de la s6quenoe {jb2\ ou d'une sequence dif%*ant de un ou plusieurs acides amines 
de la sequence (a2) et oonferant i la proteine la mtoe activity. Application: medicament utile notamment oomme anticano6reux 
ou immunofflodulateur. 



VNIQUEHENTA 77TBH DmPOBMATttHi 



Codes utilises pour identifier its Ems parties ao PCT, sur ks 
publtant d« ileaiandes iatemationales en vertu du PCT. 



de Gouvcrture des brochures 



AT 


Autricie 


BS 


AU 


AatftraliD 


n 




Ba(ti«ile 


pft 


BB 




CA 


BP 




CB 


0C 


Badfprie 


CH 


U 


dt 




Braldt 


HU 


CA 




rr 


CP 


itf|NiUti|ye GBMnlic^ 




OC 


Om^ 


ICP 


CH 






a 


Caiedlvoirc 


Kft 


CM 




u 


CS 


TcMcodovMiiiie 


uc 


OS 


AUcmafoc 


Ul 


DK 


Daneaiarfc 


MC 




Tottte dcsignatloQ de <*Sir 



CMcc 



RgpdiUiHiC poputohc Jgw o gftii iii r 
do Colic 

lUpMbiiqucdeCtocie 



Sri 



MG 


Sun'*'"'' 


ML 
MN 


MonfDlio 


MR 


MaariiMfe 


MW 




NL 




NO 




PL 


Ptolopw 


ftO 




SO 




SB 


Suids 


SN 




8U^ 


UaSooiOviedquc 


TO 


TcM 


TG 




US 


BUtt»4lfiiBd'A«ifidqM 



so^etique . 



wo 92/09629 



PCr/FR91/00949 



-1- 

Proteine presentant une activity de type cytokine, ADN recombinant, vecteur 

tfexpressioneth6tcspennettantson obtention. 

La presente invention a pour objct une nouvelle pioteine prfsentant une 
activite de type cytokine, les outils de genie genetique pour la produire, k savoir 
5 un ADN recombinant, un vecteur d*expression portant cet ADN recombinant, 
les microoiganismes procaiyotes et les cellules eucaryotes contenant cet ADN 
recombinant ainsi qu*un medicament, utile notamment comme anticanc^reux ou 
inmiunomodulateur, onitenant i titre de princii)e acdf cette proteine. 

n est bien connu que le syst&me immunitaire comprend des elements 

10 cellulaires et des substances solubles s6cretees par ces demiers, appeldes 
cytokines. Gelles-ci sont des proteines qui assurent la commimication entre une 
cellule emettrice et une cellule cible appurtenant, soit au systeme immunitaire, 
soit i un autre systeme biologique de Torganisme. Les cytokines ont en general 
une activitd biologique dite plciotropique : elles pcuvent avoir de multiples 

15 actions sur la cellule cible : prolifdration, diff<£renciation, cytolyse, activation, 
chimiotactisme, eta.. Plusieurs de ces mol&niles ont d6ji trouv£ des 
applications en therapeutique : par exemple, rinterleukine-2 ou rinteifi§ron-a 
utilisdes pour le traitement de cextaines tumcurs par immunotherapie et les 
factcurs miy^lopoiStiques tels que le GCSF (Granulocyte Colony Stimulating 

20 Factor) ou le GMCSF (Granulocyte Monocyte Colony Stimulating Factor) qui 
stimulent la croissance et la diffdrendation des cellules sanguines et permcttent 
ainsi renrichissement en ces demieres du sang appauvri en celles-d suite a une 
diimioth^rapie. 

Une des premieres cytokines decouvertes est Tinterleukine-l, h laqueUe 
25 on a d'abord attribu6 une activite centrale dans I'inflammation : le 
chimiotactisme des neutrophiles, suite i des experiences montrant une activity 
de ce type in vivo aprds injection (J. Oppcnheim et al, 1986, Imm. Today, 7, 
45-56). On sait aujouidliui que Tinterleukine-l stimule* in vivo Pexprcssion 
dHme autre cytokine chimiotactique vis-k-vis de neutrophiles, I'interleukine-S 
30 (initialement appelee Neutrophil Cbemotactic Factor NCF). Cette cytokine, 
dont la sequence d'addes amin6s a et£ determinde en 1987 apr^ isolement et 
purification ^i que par clonage et sequengage de son ADN complementaire 
QL Matsushima et al. 1988. J. Exp. Med., 1883-1893), est homologue & 
d^autres cytokines dejSl connues k la date de sa d£couverte : les cytokines 
35 produites par les granules a des plaquettes tellcs que le PF4 (Platelet Factor 4) 
et le PBP (Platelet Basic Protein), La famille des proteines connues homologucs 
a rinterleukine-8, appelee habituellement £amille SIS (pour Small Induced 
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Secreted pioteins), s'est considdrablement agrandie depnis 1987 [J. Oppenheim 
et aL, 1991, Ann. Rev. Immun., 9, 617}. EUe compte aujounfbui notanunent : 
gro (6galement appelee MGSA : Melanoma Growth Stimulatory Activity) 
decrite par A. Anisowicz et al, 1987, Pioc NtL Acad. Sd. USA, 84, 7188-7192 
5 et A. Richmond et al, 1988, EMBO J., 7, 2025-2033, RANTES (Regulated 
upon Activation Nonnal T Expressed and presumably Secreted) decrite par T. 
ScfaaU et al, 1988, J. Imm., 141, 1018>1Q25, MIP-1 CMacrophage 
Inflammatnry Protein 1) ddcrite par SJ). Wolpe et al, 1988, J. Exp. Med., 167, 
570-581, MIP2 Macrophage Inflammatory Protein 2) decrite par S J>. Wolpe 
10 et al, 1989, Pioc. NtL Acad. Sd. USA, 86, 612-616 et MCP-1 QAoDocytc 
Chemoattractant Protein 1 £galanent appd£e MCAF : Monocyte ch«notactic 
and Activating Factor) d&rite par Yosbimura et al, 1989, Proc. NtL Acad. Sd. 
USA, 84, 9233-9237 et K. Matsusbima ct al, 1989, J. Expr. Med, 169, 1485- 
1489. 

15 La cytokine MCP-1, isolee dHme lignfe de gliome par T. Yosbimura, 

reference d-dessus, ainsi que dHine lignde monocytaire par K. Matsusbima et 
al, reference d-dessus, existe sous deux formes de masses moleculaires 
apparentes 13 et 15 kDa, appelecs MCP-la ct MCP-lp qui scmblent 
conespondre i des modifications post-traductionncllcs [Y. Jiarig et al., 1990, J. 

20 BioL Cbem., 2^ 1318-321]. La cytokine MCP-1 a ime activity 
ch imiot acti q ue pour les monoqrtes et ks basophiks mais pas pour ks 
neutrophiks (EJ. Lecmard, 1990, Immunokigy Today, 11, 3, 97-101) et un 
(Saet stimulatrar de Factivit^ cgrtostatique des monoqrtes sur certaines lignees 
tomorales (K. Matsusbima et al, 1989, J. Exp. Med., 169, 1485-1490). 

25 Les £tudes de structures trklimrasionnellcs par spectroscopic de 

resonnance magnetique nud&iire ou difi&action des rayons X de 
rinterleukine-8 et de PF4 ont montre que ces deux cytokines ont la meme 
conformation, avec un pqjtide cariioxytenninal de 12 It 15 addes amines en 
forme dTiflice a (R. SL Charles et al, 1988, J. BioL Chem., 264, 4, 2092-2099 

30 et GJ^. Qore, 1990, Biocfaem., 29, 1689-1696). Scion GJ^. Qore, la plupart 
des (^tokines de la femille SIS ont une telle parrie carboxy terminale en forme 
dTielice a, le r6Ie de cette hflice restant a determiner (C HeAcrt et aL, 1991, J. 
BioL Chem., 266, 18989-994]. 

On a montrfi rfonoment que le peptide carboxy-tominal de 13 addes 

35 amines peut pr6sent» I'activite antiangiogdnique (inbibitioQ de la proliferation 



wo 92/09629 



-3- 



PCr/FR91/00949 



des vaisseaux sanguins) de la cytokine PF4 (T. Maione et al.» 1990, Sdence, 
247. 77-79). Selon D.G. Ostennan, 1982, Biochem. Biophys. Res. Cbramun., 
107, 130-135, ce peptide a une acUvite chimiotactique vis-a-vis des 
monocytes trcnte fbis supericure & ceUe de PF4. 
5 La pi^sente invmtlon conceme une nouvelle proteine pr^sentant une 

activity de type cytokine, caiactdris& en ce qu'elle compiend la s&pience (al) 
suivante: 

Met Lys His Leu Asp Lys Lys Thr Gin Hir Pro Lys Leu 
1 5 10 

10 et immcdiatcment en amont dc la sequence (al), une paitie de la s^qu^ice (a2) 
suivante : 

Gto Pro Val Gly He Asn Thr Ser Thr Thr Cys Cys TVr Arg Phc lie 

15 10 15 

Asn Lys Lys lie Pro Lys Gin Arg Leu Glu Scr Tyr Arg Arg Thr Thr 
15 20 25 30 

Scr Scr His Cys Pro Arg Glu Ala Val lie Phe Lys Thr Lys Leu Asp 

35 40 45 

Lys Glu He Cys Ala Asp Pro Thr Gin Lys Tip Val Gbi A^ Phe 
50 55 60 

20 ou une sequence different dc laditc sequence (a2) par un ou pluncuis addes 
amines ct confdrant a la protdinc la mcmc activitc, ou cn cc qu'elle coropraid la 
sequence (a2) 

Gin Pro Val Gly He Asn Thr Ser Thr Thr Cys Cys Tyr Arg Phc He 
15 10 15 

25 Asn Lys Lys He Pro Lys Gin Aig Leu Glu Scr Tyr Arg Arg Tlir Thr 

20 25 30 

Scr Scr His Cys Pro Arg Glu Ala Val He Phc Lys Thr Lys Leu Asp 

35 40 45 

Lys Glu Ife C^s Ala Asp Pro Thr Gbi Lys Trp Val Gin A^ Phe 
30 50 55 60 

et inunddiatcmcnt en aval de (a2) la sequence (al) 

Met Lys His Leu Asp Lys Lys Thr Gbi Thr Pro Lys Leu 
15 10 
ou une sequence different de la sdqucncc (al) par un ou plusieurs addes amines 
35 et confcrant i. la proteine la mcmc activity. 
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La partie de la s&]uence (a2) unmediatement en amont de k sequence 
(al), pent etre cboisie panni les sequences suivantes : 
Gin Lys Tip Val Gin Asp Pbe et Gin Asp Phe 
1 5 

5 De pi^fi^irace la paitie de la sequence (a2) inun&fiatenient en amont de 

la sequence (al), est choisie panni la sequence (a2) et les s^ences (a3) et (a4) 
d-apzds : 

(a3) ValGIylleAsnThrSerHirHirC^Qrs'iyrAigPbelleAsnLys 
1 5 10 15 

10 LysIIeProLysGInArgLeuGluSa^TyrArgAigTbrThrScrS^ 

20 25 30 

His Pro Arg GIu Ala Val He Phe Lys Thr Lys Leu Asp Lys Glu 

35 40 45 

De Ala Asp Pro Thr Gin Lys Tip Val Gin Asp Phe 
15 50 55 60 

e* 

(a4) Lys lie Pro Lys Ghi Aig Leu Glu Ser Tyr Aig Aig Thr Ihr Ser Ser 
I 5 10 15 

I£s Cys Pro Aig Glu Ala Val De Phe Lys thr Lys Leu A^ Lys Ghi 
20 20 25 30 

De Cys Ala Asp Pro Thr Ghi Lys Tip Val Gin Asp Phe 
35 40 45 

ou pamd les sequences qui di^ient de un ou plusiniis addes amines de la 
sequence (a2), (a3) ou (a4), et confiSrait a la prot^ la meme activity 
25 La sequence (a2) est particulieiemait ^>pr6ciee, la prot^ine comportant 

alois evcntuellcmcnt un blocage aminotenninaL La sequence de la protSne et 
le blocage aminotcnninal coire^ndent probablement k ceux de la prot^ine 
«qxiite dc cellules mononudcaiies du sang periphdrique dans des conditions 
sti mul a nt I'ezpression de cytokines. Cette proteine pr&ente» en ce qui conceme 
30 sa sequence d'addes amines, une ccrtaine lessemblance avec cclle dc la 
qrtokine MCP-1, et, commc cette demiere elle possWe une activite xle type 
qrtokiiie. Elle constitue un nouveau membie de la funille SB. 

Gctte proteine est de piifiSraioe sous une fiume qui pr^soite une masse 
molcculaiie appaiente, ddenmnfe par electrophoiise sur gel de polyaaylamide 
35 en piesence de SDS de 9 ± 2, 11±2, on 16 ± 2lEDa. Cette proteuie est 
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avantageuscmcnt N-glycosylce cn particulicr lorsqu'elle est sous unc forme de 
masse moldculaire appaicnte 16 + 2 kDa. Cettc proteine est avantageusement 
0-glycosyl£e en paiticulier lorsqu'elle est sous une fonne de masse molecuiaire 
apparente de 11 + 2 kDa. 
5 Cette prot£ine a de preference un degr6 de puretS, determine par 

electrophorese sur gel de polyacrylamidc en pr&cncc de SDS et revelation au 
nitrate d'argcnt, supcricur & 90 %, et en particulicr supcricur a 95 %. 

L*invcntion a aussi pour objct un ADN recombinant caractcrisd en ce 
qu*il code pour la protcinc precddentc, laqucUc pcut cttc alors obtcnuc k partir 

10 du lysat ccUulairc ou, avantageusement, pour un prccurscur dc la protcinc 
prdcddcntc. Ce prccurscur comprcnd dc preference unc sequence signal 

Cette sequence signal, choisic en fonction dc la cellule bote, a pour 
fonction dc pcrmcttrc I'cxportation dc la protcinc rccombinante cn dehors du 
cytoplasme, ce qui pcrmct a la protcinc rccombinante dc prendre unc 

15 conformation proche dc cclle de la protcuic naturcllc et facilitc 
considcrablcmcnt sa purification. Cette sequence signal pcut ctrc clivce^ soit en 
une scule dtapc par une signal-peptidasc que libcrc la protcinc mature, soit en 
plusieurs ctapcs lorsquc cettc sequence signal comprcnd en plus dc la sequence 
elimincc par la signal-pcptidase, appclcc peptide signal ou s6qucncc pre, unc 

20 sdquencc climin6c plus tardivcment au cours dc un ou plusieurs cvftncments 
protcolytiques, appclcc sdquencc pro. 

Pour unc expression dans Ics microorganismcs procaryotes, tcls que par 
excmple Escherichia coli. cette sequence signal pcut clre, soit unc siqucncc 
dcrivfe tfun prccurscur naturcl dhinc protcinc exportcc par un microorganisme 

25 procaryotc (par example Ic peptide signal OMPa (Graycb et al, 1984, EMBO 
Journal, 3, 2437-2442) ou celui de la phosphatase alcaline (Michaelis et al, 
J. Bact 1983, 154, 366-374), soit unc sequence non endogcne provenant dHm 
pr6curseur cucaryote (par cxemplc le peptide signal de Fun des pr6curseurs 
naturcis de I'hormone de croissancc humainc), soit un peptide signal 

30 synthetique (par excmple celui decrit dans la demande de brevet firangais 
n* 2 636 643, dc sequence : 

Met Ala ProSer Gly LysSerThr Leu Leu Leu Leu Phe Leu Leu Leu 
15 10 15 

Cys Leu Pro Ser Trp Asn Ala Gly Ala). 

35 20 25 
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Pour tine expression dans les cellules eucaiyotes telles que les 
ascomyc^es, par exemplc la levure Saccharomvces cerevisiae ou le 
champignon filamenteux Crvphonectria parasitica, cette sequence signal est de 
pr6fi£rence une sequence derivde dun prdcurseur natuiel d'une prot^ine seci€t£e 
5 par ces cellules^ par exemple pour la levure le pr£auseur de I'inveitase 
(demande de brevet EP-0123289) ou le pr6cueseur de la sequence pripio de la 
pheromone alpha, (donande de brevet DK 2484/84), ou pour CSrvphonectria 
Eong^, celui de la s^quoioe pr^pro de Tendotfaiap^ine, de s6qnence : 
Met Ser Ser Pro Leu Lys Asn Ala Leu Val Tbr Ala Met Lea Ala Gly 
10 1 5 10 15 

Gly Ala Leu Ser Ser Pro Thr Lys Gin His Val Gly De Pro Val Asn 

20 25 30 

Ala Ser Pro Ghi Val Gly Pro Gly Lys Tyr Ser Phe Lys Gin Val Arg 
35 40 45 

15 Asn Pro Asn lyr Lys Phe Asn Gly Pro Leu Ser Val Lys Lys Hirl^r 

50 55 60 

Leu Lys Tyr Gly Val Pro He Pro Ala Trp Leu GIu Asp Ala Val Gto 
65 70 75 80 

Asn Ser Hir So- Gly Leu Ala Glu Arg 
20 85 

P<nur une expression dans les cellules animalcs, on utilise oomme 
sequence signal, soit une sfquence signal d'une protcine de cclhile animale 
connue pour Stre e»pottee -par exempb le peptide signal de Vm des 
pr&urseurs naturels de llotmooe de croissance humaine, d^& conini pour 
25 permettre la secretion de l'hitcrleukine-2 (cL la demande de brevet frangus 
n* 2 619 711)-, soit Vunc dcs trois s^uoices signal explidtees d-<iessous. 

(bl) Met Lys Ala Ser Ala Ala Leu Leu Cys Leu Leu Leu Tlv Ala Ala Ala 
1 5 -10 15 

30 Phe Ser Pro Gte.GIy Leu Ala 

20 

(b2) Met Pro Sct Pro Ser Asn Met Lys Ala Ser Ala Ala Leu Leu Cys Leu 
1 5 10 15 

Leu Lni Hir Ala Ala Ala Phe Ser Pro Gin Gly Leu Ala 
35 20 25 
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Ct 

(b3) Met Tip Ly s Pro Met Pro Ser Pro Scr Asn Met Lys Ah Ser Ala Ala 
1 5 10 15 

Leu Leu Cys Leu Leu Leu TTir Ala Ala Ala Phe Ser Pro Gin Gly Leu 
20 25 30 

Ala 

avantageuscment coddcs par Ics sequences (Nbl), (Nb2) et (Nb3) suivantes : 

(Nbl) ATGAAAGCCT CTGCAGCACT TCTGTGTCTG CTCCTCACAG 
CAGCTGCnrCAGCCCCCAG GGGCTTGCT 

(Nb2) ATGCCCrCAC CCTCCAACAT GAAAGCCTCT GCAGCACTTC 
TGTGTCTGCT GCTCACAGCA GCTGCnTCA GCCCCCAGGG 
GCTTGCT 

ct 

20 (Nb3) ATCTGGAAGCCCATGCCCTCACCCrCCAAC ATGAAAGCCT 
CTGCAGCACTTCrGTGTCTG CTGCTCACAG CAGCTGCnT 
CAGCCCCCAG GGGCTTGCT 

La sequence nuclcotldiquc codanl pour la protdinc mature est par 
25 cxcmpic la sequence (Na2) suivante : 

CAGCCAGTTG GGATTAATAC TrCAACTACC TGCTGCTACA 
GATTTATCAA TAAGAAAATC CCTAAGCAGA GGCTGGAGAG 
CTACAGAAGG ACCACCAGTA GCCACTGTCC CCGGGAAGCT 
30 GTAATCrrCA AGACCAAACT GGACAAGGAG ATCTGTGCTG 

ACCCCACACA GAAGTGGGTC CAGGACTITA TGAAGCACCT 
GGACAAG AAA ACCCAAACTC CAAAGCTT 



10 



15 
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LSnvcntion conccmc dgalement un vecteor (Tcjqjrcssion qui porte, avcc 
les moycns n&essaiics k son e^qsiession, TADN recombinant d6fini 
prdccdemment 

Pour une expression dans les nucro-oiganismes procaryotcs, en 
5 particulicr dans Escherichia coll TADN recombinant doit fctie ins6r6 dans un 
vecteur tfexpression oomportant notamment un promoteur e£5cace, suivi rfun 
site de fixation des xibosomes en amoot du gfene ii exprimer» ainsi quhsne 
s&juence d^arret de transcription efficace en aval du gjtae a exprimer. Ce 
vecteur doit egalement oomporter une origine de replication ct un margueur de 
10 selection. Toutes ccs sequences doivent ctre choisics en fonction de la cellule 
hotc. 

Pour tme expression dans les cellules cucaryotes, le vecteur d'cxpression 
sdon rinvention portc I'ADN recombinant d6fini preccdemmcnt avec les 
moyens n6ccssaircs a son expression, ainsi qu'eventuellement les moyens 

15 ndccssaires k sa replication dans Ics cellules cucaryotes ct/ou i la selection des 
cellules transform&s. De prSfcrcnce, cc vecteur porte un roarqueur de 
selection, choisi par exemple pour compldmcnter une mutation des cellules 
eucaiyotcs r&cptrices, qui permet la selection des cellules qui ont int£gr6 
TADN recombinant ea un nombre de copies £Ieve soit dans leur genome, soit 

20 dans un vecteur multioopie. 

Pour unc cxpresara dans Ics cellules eucaryotes tellcs que la levure^ par 
exemple Saccharomvces ccrevisiac, il convicnt d'inscrer PADN recombinant 
entrc, dtaie part, des sequences reconnues comme promoteur efficace, rfautre 
part, un tcrminatcur de transcription. L'enscmble promoteur-sfiqucnce 

25 codante-tcrminatcur, appel6 cassette ^expression, est clone soit dans un 
vecteur plasmidiquc monocopic ou polycopie pour la levure, soit integrd en 
multicopie dans le genome de la levure. 

Uinvcntion conocme aussi la levure qui contient, avec les moyras 
necessaires k son ^ression, TADN rca»nbtnant defini pr^cedemment 

30 Uinvaition a 6galement trait k un proc61£ de pt6pm&m de la prot^ine 

ci-dessus, caractfrise m ce qu'il con^>^end une et^ de culture de cette levure, 
suivie de llsolement et de la purification de la proteine recombinante. 

Pour une e?q»ession dans les cellules eucaryotes telles que celles des 
champignons filamenteux, du groupe des ascomyc&tes, par exemple ceux des 

35 genres Aspergillus, Neurosponu Podospora. Trichodenoria ou Cryphonectria, le 
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vccteur d*cxpression selon rinvcntion porte TADN recombinant ddfini 
prdcedemment avec Ics moyens ndcessaires a son expression, et eventuellement 
un margucur de selection et/ou des sequences tflomeriques. II est en effet 
possible de s^lectionner les transformants ayant int£gr6 un ADN d*int6r£t a 
5 Taide dHin marqueur de selection situe soit sur le meme vecteur que FADN 
d'intcrdt, soit sur un autre vecteur, ces deux vccteurs ttant alors introduits par 
cotransformation. L'ADN recombinant de I'invention peut etre soit int6gr£ au 
genome dcs champignons filamentcux, soit conserve sous forme 
extrachromosomiquc grace a des sdqucnccs pcrmcttant la replication et la 

10 partition dc cct ADN. 

Pour unc expression dans Ics cellules animalcs, notanunent dans les 
cellules d'ovaircs dc hamster chinois CHO, TADN recombinant est de 
preference insdrd dans un plasmidc (par cxcmple dcriv6 du pBR322) 
comportant soit unc scule unite d*cxprcssion dans laqucUe est insure TADN 

15 recombinant dc Finvention ct eventuellement un marqueur de sdlection, devant 
un promotcur cSicace» soit deux unites d*cxprcssion. La premiere unit6 
d'expression comportc I'ADN recombinant ci-dessus, prccddd d*un promoteur 
efBcace (pax exemple Ic promoteur prccoce de SV40)* La sequence autour de 
TATG d'initiation est de prdfcrcncc choisie cn fonction de la sdquence 

20 consensus dccritc par K02AK (M. KOZAK (1978) CclL, 15, 1 109-1123). Une 
sdquence intronique, par exemple dc Pintron dc Ta-globinc de souris, peut etre 
ins6r£c en amont dc TADN recombinant ainsi qu'une sequence comportant un 
site de polyadcnylation, par exemple unc sequence dc polyadcnylation du 
SV40, en aval du gene recombinant La dcuxidme unite d'expression comporte 

25 un marqueur de selection, par exemple unc sequence d'ADN codant pour la 
dihydrofolatc rdductase (enzyme ci-aprfts abregcc DHFR). Le plasmide est 

transfectd dans les cellules animales, par exemple les cellules CHO dhfir* 
Cmcapables d'exprimcr la DHFR). Une ligndc est sclcctionnce pour sa 
resistance au mdthotrexate : elle a intdgrd dans son gdnome un nombre elev^ de 

30 copies de I'ADN recombinant et exprime ce dernier k un niveau suCBsant. 

Uinvention a dgalement trait aux cellules animales contenant, avec les 
moyens ndcessaires a son expression, cet ADN recombinant Ce dernier peut, 
par exemple, avoir 6t€ introduit dans les cellules par transfection par le vecteur 
d'expression ci-dessus, par infection au moycn d'un virus ou d'un retro-virus le 

35 portant, ou par microinjection. Des cellules animales preferees sont des cellules 
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CHO, cn particuKcr Ics cellules CHO dhfr"" i partir desquelles fl est possible 
d'obtenir dcs lignccs hautemcnt prodoctriccs cn la pioteine de llnventibn. Les 
cellules COS constituent 6galcnjent un hote avantagcux pour Fobtcntion de 
cette proteine. 

5 Uinvention conceme aussi un proccd6 de preparation de la prot^ine 

ddfinic prec&Jemment qui comprcnd une etapc de culture dcs cellules animales 
ci-<iessus» suivie de Fisolement et de la purification de la proteine 
xccombinante. 

Uinvention se rapporte egalemrat a la proteine iccombinante 
10 suscq)tible d'etre obtcnue par un procedd qui comprend une ctspo de culture de 
ces cellules animales, suivie de Fisolement et de la purification de la proteine 
reoombinante. 

La proteine de Pinvcntion est une cytokine posscdant une activity 
diimiotacdquc vis-a-vis dcs monocytes, cellules qui pcuvcnt inhiber la 
15 croissancc dcs tomcurs (BJ. Rollins et al, 1991, Molecular and Cellular 
Biology, 11, 6, 3125-3131) et climincr certains parasites tcls que Leishmania 
major (S. Stcngcr et al, 1991,.Eur. L Immunol 21, 327-33), 

Uinvention a done dgalcment pour objct le medicament, utile 
notammcnt en cancerologic ct dans le traitcment de certains tots infecticux, au 
20 cours dcsquels les dcfiEmscs immunitaircs sont affaiblies, suite par exemple & la 
presence de certains parasites (par exemple la leishmaniose, la lepre ou le 
shagas), qui condent comme prindpe actif la prot6ine ou le peptide d6finis 
pr£c&Iemmait dans un cxdpient phannaccutiquement aocqptable. Ceux-d 
peovent 6trc utilis& scnis ou m assodaticm avec d'autics agents acti& : par 
25 exemple une ou plusieurs autrcs cTtokines. 

Uinvration sera mieux comprise a faide de Texposd ci-i^>res, divis6 cn 
. sections, qui comprend dcs rcsultats cxpcrimcntaux et une discussion de ceux- 
d. Cbrtaines de ces sections conccmcnt dcs expdricnces cficctuces dans le but 
de rdaliser I'invention, rfautrcs dcs excmplcs dc realisation de Tinvcntion 
30 doundsbiensdradtrepurcmcntillustratif. 

Une grande partie de Pcnsemble des techniques d-apr&, bien connucs 
de ITxomme de Tart, est expos& en detail dans I'ouvrage de Sambrook et al : 
"Molecular doning : a Laboratory manual* publie en 1989 par les editions Cold 
Spring UbAot Press k New-York C2eme ddidon)* 
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La description ci-apres sera mieux comprises & I'aide des figures la» lb» 
2a5»6a, 6bet6c. 

La figure la, repr&ente une carte ^assemblage du plasmide pSEl, 
plasmide de clonage dans Rcoli et d'expression dans les cellules animales, les 
5 sites ayant disparu par ligation ^tant notte entie parrathdses. Les symboles 
utilises dans cette figure seront precises lors de la description de ce plasmide 
(section 2). 

La figure lb repr^sente la sequence du fragment synth6tique "site liant k 
HIndlir-Hindlll utilise dans rasscmblage du plasmide pSEl. 

10 La figure 2 represente la sequence nucleotidique de TAONc NC28 et 

en vis-a-vis la sequence d^acides amin6s dcduite, les trois Met susceptibles 
d*initier la traduction dtant soulignds, le site de clivage probable du peptide 
signal 6tznt indiqud par un trait vertical et le site potcnticl de N-glycosylation 
dtant soulignd en pointillds. 

15 La figure 3 et la figure 4 reprdscntcnt respocdvement Tallgnemrat 

d*apres Fhomologie maximale selon la mdthode de Needleman et Wunsch, 
1970, L MoL BioU 48» 443-453 dc la sdqucnce d'addes amines d^uite de 
FADNc NC28 (ligne superieure) et de la sdquence d'addcs aminds ddduite de 
TADNc de la cytokine MCP-1 (ligne infcricurc) et Falignemcnt selon cette 

20 mdthode de I'ADNc NC28 (ligne superieure) ct dc I'ADNc de la cytoldne 
MCP-1 (ligne infcricurc). 

La figure S represente la sequence du fragment B utilise dans la 
construction du plasmide pEMR617, veaeur d'expression dans la levure. 

Les figures 6a, 6b et 6c sont relatives aux ejq)criences dc mise en 

25 Evidence de Tactivite chimiotactique. 

La figure 6a reprdsente le nombre de ceUules par champ microscopique 
en fionction de la concentration aprim£e, en nM pour la proteine NC28 purifi^ 
issue de la levure, la proteine NC28 purifi£e issue de cellules COS, les peptides 
C13,C16,C20etfMLP. 

30 La figure 6b rq)r&cnte le nombre de cellules par champ microco^ique 

en fonction de la concentration exprirode en ng/ml pour la proteine NC28 
purifi^ issue de levuie et la cytokine MCP-1 purifiee issue des cellules COS. 

La figure 6c represente le nombre de cellules par champ microscopique 
en fonction de la concentration exprimde en ng/ml» pour la proteine NC28 

35 purifide issue de levure, la cytokine IL-8 et le peptide fMLP. 
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SECnONl: Culture et stimulation i I'aide de PMA et PHA-P des ceUuIes 
mononudeaim do sang peripberique. Prtparation de TARN 
messager utilise pour &ire la banque d'ADN compl&nentaire 

5 l)CUtnieetstimulati(m des cellules nu>nonuddaixesdu sang pdriphcrique: 

A paitir de poches de sang pdriphdriqae (pt&ev6es sur note 
volontaiies sains dans un centre de transfusion sanguine), ayant pr6ilablement 
subi une qrtaphcrise et un gracfient dc Ficoll (Gauchat et al, 1989, Bir. J. 
10 Imm. 19, 1079) on prclcve une fiaction de cellules enridiie en cellules 
mononaclcaircs du sang pcripbdrique PBMNC (peripheral blood mononuclear 
cells) de composition approximative suivantc ; 70 % de lymphocytes, 25 % de 
monocytes et 5 % de granulocytes (comptage des cellules k I'aide du compteur 
de cellules Cbulter-Modclc S-Plus IV) 
15 Lcs cellules sont rccucillics dans un flacon de 250 ml, puis 

centrifugccs pendant 10 min i 37*C Le sumagcant est dlimine et le culot de 
cellules est lined avcc 50 ml de milica i base de glucose, sels mincraux, addes 
amin& et vitamincs, appcld miHeu RPMI (milieu RPMI 1640 de Gibco BRL), 
puis de nouvcau ccntxifiigd dans les m&ncs conditions. 
20 Le culot de cdlules est alors icpds avcc 500 ml du milieu RPMI 

compldtd avec 10 % dc scrum de vcau fbctal (Gibco BRI^ r^. 013-06290H), 
additionne dc 10 unites de pcnidllinc et de 10 de strcpiomycine (solution 
de pcnicflline/strcptomydne dc Gibco rfi£ 043-05140D) par ml de milieu 
ainsi que dc L-glutaminc (Gibco BRL-rd£ 043-^5030D) jusqu^ 2mM final 
25 Une partic dc la suspension ccUulairc est rdpartie en vue de la 

sqaration des ccUuIcs adhcrcntes ct des cdlulcs non adhdrcntcs, k raison 
d'oiviron 100 ml par bortc, dans quatrc grandcs botes dc culture cmces (245 
X 245 X 20 mm-Nunc - x&t 166508) et incubcc pendant Ihk STC On sait 
en c£fet que la plupart des cellules monocytaiics adherent k la boltc de culture 
30 tandis que la plupart des cdluleslymphocytaircsrcstcnt en suspension. 

Les cellules non adbdrcntes sont aspirces i I'aide d'une pipette et 
cuWvces dans des flacons de culture du type Falcon de surface 175 cm^ en 
presence de milieu RPMI compldtd comme ddcrit ci-dessus, additionnd de 10 
ng/ml de phorbol myiistate-2 ac6tate-3 (PMA) (Sigma-rdt P8139) et de 
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5/£g/mI dc phytohcmaglutininc (PHA-P) (Sigma-rcf. L8754), i STC en 
presmce de 5 % de pendant 24 h. 

Sur les cellules adherentes on rajoute 100 ml de milieu RPMI 
complete comme ddcrit d-dessus additionne de 10 n^fwl de PMA et de S 
5 /ig/ml de PHA-P. Les cellules sont incubees i 3TC en presence de 5 % (vAr) 
de CO2 pendant 5 h. 

Lc rcste de la suspension cellulaire, appel6 d-apr^ les cellules 

totalcs, est rdparti dans 4 grandes boftes de culture carrees et incub£ en 

pidsence de milieu RPMI complete comme dicrit cinlessus, additionn6 de 

10 10 ng/ml dc PMA et 5 ;/g/ml de PHA-P a 3TC en presence de 5 % (v/v) de 
CO2 pendant 5 h pour les deux premi&rcs boites et 24 h pour les deux autres. 

2 h environ avant la fin de I'incubation on ajoute dans le milieu de 
culture de ccs diffcrentcs cellules 10;ig/rol de cyclohcximide (Sigma 
ref.C6255) (inhibitcur dc traduction qui augmcnte la stability des ARN des 
15 cytokines : cf. lindstcn ct al, 1989, Sdcnce 244, 339-344) et I'incubation est 
poursuivic pendant 2hk 3TC. 

2) Preparation de TARN mcssagcr : 

20 a) Extraction dc TARN mcssagcr 

Les cellules sont r6cup£r6cs dc la faqon suivante : 

- les cellules adherentes sont lavdcs 2 fois avcc du tampon PBS (Phosphate 
buffered saline rcf. 04104040-Gibco BRL) puis grattto avcc un gmttoir en 

25 caoutchouc et coitrifugces. On obticnt ainsi un culot cellulaire, appelS 
culotA. 

- pour les cellules non adherentes, aprcs agitation du flacon contenant la 
suspension des cellules, la suspension ccUulaire est prdlevee et centiifug^e. On 
obtient ainsi un culot cellulaire, appcle culot cellulaire NA 

30 - pour les cellules totales, la fraction adhdrente est lavee 2 fois avec du 
tampon PBS et gratt6e comme preccdemment puis centrifiig^e. La fraction 
non adh^rente est centrifrigee. Les deux culots cellulwes obtcnus seront 
r£unis par la suite. Leur reunion est appelde culot cellulane T(5 h) pour les 
cellules totales incubees pendant S h et TC24 h) pour les cellules totales 

35 incubees pendant 24 h. 
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Les culots ceUuIaires A, NA, TCS h) ct 1X24 h) sont congelfe et 
CQDseiv£sii-80*C 

Chaque culot cellulaire congele est mis m suspension dans le tampon 
de lyse de composition suivante; guanidine- tbioqranate 5M ; Tiis- 
5 (hydroxymethyO-aminom^thane SOmM pH 7^ EDTA. lOmM- La suqjcnsion 
est soniqu& a I'aidc dHm sonicatcur Ultra Turax n* 231 256 (lanke et Kunkel) 
i puissance maximale pendant 4 qrcles de 20 s. On ajonte du 
p-meicapto^anol jusqu'i O^M et on lefidt un c^cle de sonication de 30 s. 
On ajoute du dilMoie de lithium jusqu'i 3M. On lefiroidit la suspoision k 4*C 

10 ctonIaIaisseiq»sera cettetemp6ratuicpendant48h. L'ARNestoisuite 
isole par centrifiigation poidant 60 min. Le ciilot d'ARN est lave une fois avec 
une solution dc cblonire de lithium 3M, recratnfiig^, puis rcpiis dans un 
tampon dc composition suivante : SDS 1 %, EDTA 5mM et Tm HQ lOmM 
pH7A additionnd dc Img/ml de protdhiase K (Bochringer Mannheim, 

15 GmbH). >^ics incubadon a 40*C pendant 1 h la solution d'ARN est extiaite 
avec un melange phcnol/chloroformc. On prddpite & -20*C I'ARN contcnu 
dans la phase aqueuse a i'aidc dhme solution d'ac^te d'ammonium 0,3M final 
et2,5 volumes d'6thanoL On centrifuge i 15 000 g pendant 30 min et cm gaide 
le culot 

20 

b) Purification dcia fiaction poly A"*" de TARN 

Le cuk>t est tcptis dans 1 ml dc tampon de compositim Itis-HQ 
lOmM pH 7JS EDTA ImM, appeK tampon IB ct mis en suspension par 
25 a^tatibn au ymtsx. L'oligo dT-ccllulosc type 3 (commcrdalise par 
Cbllaboiative Research Inc, Biomedicals Product Division) est prcparS suivant 
les rcoommandations du febricant. L'ARN est dcposd sur l'oligo dT-ccUulose, 
a^te doucCTii»it pour mettie eo susprasion les billcs, puis chauffe poidant 1 
min&65*C 

30 La suspension est ajustcc a 0^ M Nad, puis mise k agiter douccment 

pendant 10 min. La suspension est alors centrifiig6c pendant 1 mm & 1000 g, 
le suroageant est elinun^ le culot est lave 2 fois avec 1 ml de tanqxxn TB 
contenant 0,5 M NaO. Les sumagcants srait £Iimm&. L'elution de la fraction 
polyadraiyl^ des ARN (constita£e des ARN messageis) est obtenue par 

35 suspension des bOles dans 1 ml de tampon TE, puis diau&ge de cette 
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suspension a 60*C pendant 1 min, suivie d'une agitation pendant 10 min sur 
plaque basculante. On centrifuge ensuite pendant 1 min i 1000 g, cc qui 
peimet de i€cuperer le suniageant contenant des ARN messageis libres en 
solution. Uensemble des q)£rations ci-dessus Ql partir de Filution) est x€p6t£ 
5 2 fois. Les sumageants ainsi obtenus sent rassembles, on 61imine les billes 
residuelles par centrifugation et on pr6cipite le sumageant avec 3 volumes 
d'6thanol et une solution de NaQ k 03M final* 

On obtirat ainsi a partir des culots cellulaiies A, NA, T(5 h) et 

T{2A h\ quatre tebantillons d'ARN-poIy A*^, nomm& par la suite ARN-poly 
10 A"*^-A. ARN-poly A"*^-NA; ARN-polyA "^-TtS h) et ARN-poIy 
A'*'-TX24h). 



SECTION 2 ; Preparation d*uiie banque d'ADN compMmentaire enricUe en 
15 sequences spedflques des cellules uommud&ilres du sang 

p£rlpherlqiie 

1) Construction du vcctcur dc clonage pSEl : 

20 La strategic misc en ocuvrc fait appcl a des fragments obtenus h partir 

de plasmidcs pnScxistants accessiblcs au public et k des fragments pr6pares par 
voie de synth&se selon les techniques maintenant couramment utilbees. Les 
tedmiques de donage employees sont oelles dtoites par T. ManiatiSy EF. 
Fritsch et 1. Sambrook dans "Molecular Qoning, a Laboratory manual** (Cold 

25 Spring Haibor Laboratory, 1984). La synthtee des oligonucleotides est 
p^alisee a I'aide d'un synthftiseur d*ADN Biosearch 8700. 

La dcsaiption d-aprcs sera mieux comprise en i€f£rence k la 
figure la* 

Ce plasmidc a 6tc constmit par ligations successives des 36ments 
30 suivants : 

a)- un fragment PvuII-PvuII - symbolise par I4 ft» > 4 sur la figure Ig - de 
2S25pb, obtenu par digestion complete du plasmide pTZ;i8R (Pharmacia) k 
Taide de Fenzyme de restriction PvuII. Ce fragment contient Torigine de 
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i^Iicatum du phagp £L (not6e ORI Fl sur la figure l^), un gene (not£ An^ 
SOT la figoie la) portant la i&istance i I'ampidllme et I'origine de replication 
(not& ORI pBR322 sur la figure Ig) permettant la replication de ce plasmide 
dans E cofi. Le premier site franc PvuII disparait par ligation avec le site franc 
5 EcoRV (qui disparait dgalement) du fragment dknt en g). 

by un fragment PvuII-Hpal - symboUsi parflB sur la figure la - de 
1060 pb de I'ADN d'adwiovirus type 5 entre les positions 11299 (site de 
restriction Pvull) et 10239 (site de restriction Hpal) (Dekker et Van Otmondt, 
10 Gene 27, 1984, 115-120) contcnant IMnftamation pour les ARN VA-I et 
VA-IL Lb wkr franc Hpal disparait par ligation avec le site franc PvuII (qui 
diq»n^t egalranent) du fragmtmt deoit en c). Le site Apal en position 11 218 
a &6 enlev£ par clivage k Faide de I'doyne Apal, trait«nent k I'aide de 
l^c9K»iud£asc : ADN pofym£rase du phage T4 et legation. 

15 

c) - un fragment PvuII-IBndlll - symbolise pdiMIMLwr la figure la - de 
344 pb, issu dc I'ADN du virus SV40 obtenu par digestion complete k I'aide 
des cn2ymcs dc restriction PvuII et Hindm. Ce fragment comportc I'origine de 
replication ct Ic promotcur prccoce de I'ADN du virus SV40 (r6£. B J. Byrne et 

20 aL Proc- NU. Acad. Sd. USA (1983), 80, 721-725). 

Le site Hindin disparait par ligation avec le site liant k Hindlll du 
fragment dccrit cn d). 

d) -un fragment syrthctique "site Kant a Ifindlll" -HindlH- symbolist par 
25 ' sur la figure la - dc 419 pb dratf la sdquaice, donn& sur la 

figure lb, contient unc sequence procbe de las£quencc 5' mm traduite du virus 

HILVl (R. WEISS ct al, "Molecular Biology of Tumor Viruses" - part 2-2® 
ed - 1985 - Cbld Sptii^ Harbor Laboratory - p. 1057) et llntnm distal du 
g&Dc de rorglobine dc souris (Y. Nishbka et al, 1979, Cell, 18, 875-882). 

30 

c)- un fragment synUictiquc HindlH-'site liant a BamHT - symbolist par 
XXXXXXX sur la figure la - contcnant Ic piomoteur de TARN-polym^rase 

du phage T7 ainsi qu'un polylinkcr contcnant notamment les sites de donage 

ApaletBamHI 

35 
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10 



15 



20 



25 



30 



Apal 

AGCITGTCGACTAATACGACTCACTAT^^ 

ACAGCTDGATTATGCTCAGTGATATCXXXJC^ 



CGTCCTTAAGCCTAGGGGGCCCACTC 

£)- un firagment BainHI-BcII de 240 pb - repr6sent6 pari^Aisor la figure 
la ~» fragment obtenu par digestion complete k Taide des enzymes BcU et 

BamHI de TADN du vims SV40 qui contient le site de polyadenylation tardif 
dc cc dcmicr. (M. Rtzgerald ct al. Cell, 24, 1981, 251-260). Les sites BamHI 
et BcII disparaissent par ligations avec respectivement le "site liant k BamHI" 
du fragment decrit en e) et le site BamHI (qui disparait igalement) du 
firagment decrit en g)* 

g)- un fragment BamHI-EcoRV - symbolise par OCX)000 sur la figure 1^ - 
dc 190 pb, petit fragment issu du plasmide pBR322 aprte digestion compile k 
Taidc dcs enzymes EcoRV et BamHI. 

Le plasmide pSEl comporte done les Elements necessaires pour son 
utilisation comme vccteur de clonage dans R coli (origine de replication dans 
R coli ct gene de resistance k rampicilline, piovenant du plasmide pTZlSR) 
ainsi que commc vccteur d'expression dans les cellules animales ^romoteur, 
intron, site dc polyadenylation, origine de replication du virus SV40), et pour 
sa copie en simple brin dans un but de sdquengage (origine de replication du 
phage fl). 

2) Constitution dhme banque dADN compl6mentaire enricbie en sequences 
specifiques dcs cellules mononuclcaiies du sang p^ripherique : 

La technique de clonage utilisee est celle d&rite par Caput et al, 
(technique de Tamorce-adaptatcur (Primer-adapter) : Caput et al, Proc. Natl. 
Acad. Sd. (U.S A.). 1986, 83, 1670-1674). 

Elle consiste dhjne part k digerer le vccteur pSEl par Apal, ajouter 
une queue de polydC sur Textrcmitd 3* protuberante, puis k digerer les 
plasmides ainsi obtmus par Tendonucldase BamHI. Le fragment 




site liant ^ BamHI 
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conespondant au vccteur est puiifi^ sur colonnc de Scpharose CL4B 
Pharmacia). II comprcnd done une queue polydC i une cxtr6init6, Fautrc 
gytrgni^^- 6tant coh&ive, du ^pe BamHI. 

D'autic part, les ARN poly A"*" obtenus a Tissue de la section 1 sont 
5 soumis k la transcription inverse a partir dYmc amorce dont la sequence est la 
suivante: 

5' GATCCGGGcxxnrnTiTrrnT 3' 

10 Ainsi, les ADNc prfecntent ii leur cxtrcmitd 5' la sequence GATCC 
complemrataire de r«tremit£ coh&ive BamHI. 

Les hybrides ARN--ADN obtenus par action de la transcriptase 
inverse sont soumis a une hydrolyse alcaline qui permet dc se d£ batrasser de 
TARN. Les ADNc simple brin sont alors soumis h, un traitement k la tcnninale 

15 transferase, de fegon a ajouter dcs polydG en 3" et purifies par 2 qrdes sur 
oolonne de s^harose CL4B. 

Ces ADNc sont hybrid& avcc de rARN-polyA"^ provcnant de 
cellules dc la lignec C0S3 (lignde de cellules de reins de singe exprimant 
I'antigcne T du virus SV40 : ct Y.Gluzman, 1981, CeU, 23, 175-182 

20 preparccs commc dccrit dans la Section 12). 

Les ADNc non hybrides sont isolds (firaction cnrichie en ADN 
con^lementaire aux ARN mcssagcrs spcciiBques des cellules mononuddaires 
du sang pfriph^quc). 

Ces ADNc sont inscres sous forme simple brin dans le vecteur pSEl. 

25 Un second oligonucleotide Q'adaptatcur) complementaire de Tamorce est 
n6cessaire pour gcn&cr un site BamHI a rextrdmit^ 5" des ADNa Apxte 
hybridation du vccteur, dc I'ADNc ct de I'adaptateur, les molecules 
lecombinantes sont circularisdcs par Faction de la ligasc du phage T4. Les 
regions ^ple brin sont alois rcparces grace a I'ADN polymerase du phage 

30 T4* Le pool de plasmidcs ainsi obtcnu scrt a transformer la souchc E. coli MC 
1061 (C^adan ct S. Cohen. J. Bact (1980) 143, 971-980) par 
electioporation* 



35 



wo 92/09629 



-19- 



PCr/FR91/00949 



Protocole de prfparation dc la banoue d'ADN compl6incntairc 

a) Preparation de TADN complementaire 

5 A partir de 5 fig des ARN-poly A"*" de cellules mononucl&ires de 

sang p€ripherique obtenus Tissue de la section 1 de composition suivante : 
ARN-poly A'*" A : 0^//g, ARN-poly A"*" NA : 2//g, ARN-poIy A'*' T(5 h) : 
2 fig ct ARN-poly A"^ TX24 h) : O^/ig, on prepare TADN compKmcntaire 

simple-brin marqu6 au ^^-dCTP (I'ADN compKmcntaire obtenu pr6scntc 
10 une activity spedfique de 3000 dpm^g) avec Famorce synth^tique de 
sequence suivante (con4)renant un site BamHQ : 

5' GATCCGGGCCCrriTlTrri'riT 3' 
dans un volume de 100 /d. Aprte 30 min dlncubation k 46*C avec 100 unit& 
de Vtjoymo transcriptase invose (Genofit-El 022) oa ajoute 4/d d*EDTA 
15 0^4* On extrait une prcmiftie fois avec du phdnol (satur€ en tampon TE) puis 
une seconde fois avec du chloroforme. On ajoute 10 /ig d'ARN de transfert de 
foie de veau, 1/lOeme de volume dHme solution d'acetate d'amroonium lOM et 
2J5 volumes d'Sthanol pour precipiter TADN complementaire. On centrifuge, 
on dissout le culot dans 30/d de tampon TE puis on retire les petites 
20 molecules telles que sels, phdnol et chloroforme par chromatographic 
d'exclusion sur une coloime de polyacrylamide PIO (Biogel 
P10-200-400mesh,rcf. 1501050-Biorad). 

b) Hydrolyse alcaline de la matrice ARN 

25 

On ajoute 4,6 /il d^me solution de NaOH 2N, on incube pendant 
30 min a 6S*C, puis on ajoute AfipH d'acide acftique 2N et on £Edt passer la 
solution obtenue sur une coloime de polyacrylamide PIO* 

30 c) Addition homopolymerique de dG 

On allonge FADN complementaire en 3* avec une "queue" de dG avec 
66 unites de Tcnzyme terminale transferase (Pharmacia 27073001). On incube 
pendant 30 min i 37*C, puis on ajoute 4/il dHDTA O^M. 

35 
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10 



d) Fuiification sur ooloxme de sqiharose CL4B 

Afin d'61imincr Tamorce synthetiquc, on purifie TADN 
compl^mentaire sur deux colonnes succcssivcs dc 1 ml de sqjharose CL4B 
(Pharmacia), 6quilibiees avcc une solutioa NaOH 30mM/EDTA 2mM. 

Les trois prcmi&res fractions radioactives (tfcnviron 80jtd chacune) 
sont icgroupccs et predpitees avcc 1/IOcme de volume dhme solutira 
rfac^tatc rfammonium et 2,5 volumes d'dthanoL La quantite d'ADN 
complemrataire est de 1;^. 

e) Hybridation 



Le culot d'ADN complcmcntairc est mis en suspension dans 25/il de 
tampon TE^ on ajoutc 15 /ig tfARN-poIyA"^ cxtrait de cellules de la lignee 

15 CX>S, puis 1/lOeme de volume d'une solution de NaQ 3M, 2^ volumes 
d*£tbanol et on laisse picdpitcr a -TOTd 

On centrifuge^ on lave k I'dthanol 70 %, on scche, on dissout Ic culot 
dans 5/d de tampon de composition suivantc : Tris-HQ 0,1M pH 7^ ; NaQ 
03M, EDTA ImM, on met la solution obtenue dans un tube capillaire que Ton 

20 scelle, puis on incube a 65*C pendant 40 b. 

On dilue le contcnu du c^illatie dans 100 /d dc tampon TE auquel on 
ajoute 300;d de tampon phosphate dc sodium 50mM pH6,8« On &it passer la 
solution obtenue sur une colonne dliydrDxyapatite (Biorad ret 130*0520) i 
eorC, equilibiee avec ce tampon phosphate. On s6paa le simple brin (I'ADN 

25 complementaire non-hybride) et le double brin (ARN message de COS 
hybride h TADN compldmcntaire) par un gradient de tampon phosphate de 
0,1M & 0,^ k travels la colonne d'hydroxyapatite. On icgroupe les fractions 
correspondant k I'ADN con^)lcmratairc simple brin (25 % en poids dc I'ADNc 
elue, ce qui correspond k tm eruichisscmcnt d'environ 4fr>is en sequences 

30 sp&ifiques de cellules mononuclcaircs du sang pcriphcrique), on ajoute 20 fig 

d'ARN de transfcrt, on prccipite le volume total avec l/lOcme de volume 

d'une soludon d*ac£tate ^ammonium lOM et 2»5 volumes d*etfaanoL On 

centrifuge, le culot est dissout dans 200/d de TEp on retire le phosphate 

^me 

residue! sur polyaoylamidc PIO, on predpite de nouveau avec 1/10 de 
35 volume d'une solution d'acdtate d'amnKmium lOM et 2J5 volumes d'ethanol. 
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Lc culot est dissous dans 30/d dhinc solution de NaOH SOmM ; 
EDTA 2niM. On charge I'ADN compKmentaire sor une colonne de s6pharose 
CUB (Phannada) de 1 ml, equllibiie avec une solution de NaOH 30mM ; 
EDTA 2mM, afin d'aiminer le reste d'amoice synthftique. On regroupe les 3 
5 prcmiferes fiactions radioactives d'environ 80 fd chacunc. On pr&ipite I'ADNc 
contenu dans ces fractions avec l/lO^« de volume dhine solution d'acctate 
d'ammonium 10 M et 2,5 volume d'ithanoL La quantity d'ADN 
compl6maitaiie ainsi tiaip6i6c est de 20 ng. 

10 f)Apparicment du vecteur de clonage pSEl et de I'ADN 

complementaire en pii6sence de I'adaptateur 

On centrifuge, lc culot est dissous dans 33 fd de tampon IE, on ajoute 
5fd (125 ng) de vecteur de clonage pSEl, 1/d (120 ng) de I'adaptateur de 
15 s^uence suivantc (compienant un site Apal) : 

5* AAAAAAAAAAAAAGGGCXXXj 3' 

10 fd d-unc solution de NaQ 200mM, on incube 5 min a 65*C puis on laisse 
20 refinoidir le melange rdactionnel jusqu'i temp&atuie ambiante. 

g) Ligation 



On ligue le vecteur de donage et I'ADNc simple brin dans un volume 
25 de lOO/d avec 32,5 unites de I'enzyme ADN Ugase du phage T4 (Pharmacia 
ref : 270 87002) pendant une nuit a 15*a 



h) Synth^ du dcuxieme biin de I'ADNc 

On ^limine les proteines par extraction au phenol suivie d'une 
extraction au chloroforme, puis on ajoute 1/10^™* de volume d^me solution 
d'acctate d'ammonium 10 mM, puis 2,5 volumes d'6tiianol. On centrifuge, le 
culot est dissous dans le tampon de composition Tris ac&ate pH 7,9, 33 mM, 
acetate de potassium 62,5 mM, acetate de magnesium 1 mM et ditidotiireitoi 
(DTI) 1 mM. Le deuxl^e brin d'ADN complementaire est syntfietis6 dans un 
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volume de 30 ;d avcc 30 unitds de Tenzymc ADN polymerase du phage T4 
(Phaxmada: r€£ 27-0718) et mi melange des qoatre d^oxynucldotidcs 
triphosphates dAlP, dCIP, dGTP ct dTTP, ainsi que deux unit& de la 
pxotdine du gene 32 du phage T4 (Phannada : rc£ 27-0213), pendant 1 h 4 
5 37*C On ntcait au phraol et on retire les traces de phenol par une colonne de 
polyaaylamide PIO (Biogel PlO-200-400 mesh- R6f 15011050 - Bioxad). 

Q Tiansformation par flectn^ration 

10 On transforme des cellules Rcoli MC1061 (Qontedi) avec TADN 

recombinant obtcnu prcccdemment par ^lectxcporation a I'aide de l^appareil 
Biorad Gene Pulser (Biorad) utilise k 2^ kV dans les conditions prescrites par 
le £Eibricant, puis on &it pousscr les bactcries pendant 6 h 30 dans du milieu 
dit milieu LB (Sambrook, op dt€) de composition : bactotryptone lOg/1; 

15 extrait de Icvurc 5 gfl ; NaQ 10 g/U additionni de 100 //g/ml d'ampicilline. 

On determine le nombre de clones inddpendants en £talant une 
dilution au 1/1000^°^^ de la transformation avant Tamplification sur une bolte 
de milieu LB additionnd de 1,5 % d'agar (p/v) et de 100 figfml d'ampidlline, 
appele par la suite milieu LB gclosc. Le nombre de clones independants est de 
20 500000. 



SECTION 3 : Crfblage de la banque d'ADN GompI£mentaiK soustnite et 
sflectiOD du done NC28 

25 

1) Realisation des rcpliques des colonics bactcricnncs de la banque d^ADNc 
sur filtredc nylon: 

On distribue environ 40 000 bactcries recombuiantes de la banque 
30 tfADNc sur des boites de Petri de (245 x 245) mm contcnant du milieu LB 
gclose (environ 2000 colonies/boitc). 

A partir de chacune de ccs boItcs, on realise un transfert des colonies 
sur une membrane de nylon (Hybond N-Amersham) par d6p6t de la 
membrane sur la surface de la boite et misc de reperes par pcrgage de la 
35 membrane a Faide d'une aiguille. La membrane est ensuite retiree et deposde 
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sur la sur&ce dhine nouvelle boite de Petri contenant du milieu LB g£los6. On 
laisse pendant quelques heures i 3TC pour obtenir la repousse des colonies. A 
partir de cette premiere membrane on realise deux repliques sur de nouvelles 
membranes (pr^ablement deposees sur du milieu LB g6}os£ pour les 
5 humidifier) par contacts successi& avec la premiere membrane. Les repliques 
sur membrane obtenues sont finalement deposees sur des bottes de nulieu LB 
gelose et mises it incuber pendant une nuit a 30*C 

Les repliques sur membrane sont depos£es avec les colonies vers le 
haut, sur une fieuille de Whatman 3MM saturee avec une solution de 

10 composition : NaOH O^M ; NaQ l^M, pendant 5 min» ce qui permet de 
lyser les bact^ries et de fixer TADN. Les repliques sur membrane sont ensuite 
posees sur une deuxi&me feuille de Whatman 3MM ,satur6e cette fois avec 
une solution ncutralisante de composition : NaQ l^M ; Tris-HQ pH8 O^M, 
pendant S min. Les rdpliques sur membrane sont ensuite plongdes dans une 

15 solution de 2 X SSC (composition de la solution SSC : NaQ ; citrate de 
sodium O.OISM) et les d6bris bactiricns sont particUcrocnt 61imines en firottant 
doucement a Faide d*ouatc dc ncttoyage. 

On traitc ensuite les rdpliques sur membrane avec de la proteinase 
K(Bochringer Mannheim GmbH) k 100 /igf ml dans une solution de 

20 composition: Tiis-HQ IQmM pH8; EDTA lOmM; NaQ 50mM; SDS 
0,1 % a raison dc 20 ml par membrane. On incubc pcndantSO min & 3TC avec 
agitation. Les rq)liques sur membrane sont dc nouvcau plongdes dans une 
solution de 2xSSC pour elimincr dcfinitivcmcnt toute trace de debris 
bact^riens. Elles sont finalement mises k scchcr sur du papier filtre pendant 

25 quelques minutes puis pendant 30 min sous vide a -f 80*C On obtient ainsi, 
pour chaque bolte, deux repliques sur membrane, appcldes par la suite 
replique 1 et replique 2. 

2) Preparation de TARN utilis6pour la fabrication des sondes ADNc : 

30 

a) Culture et stimulation de la lignee monocytaire U937 

La lignee monocytaire U937 ATCC 1593 est cultivee dans du milieu 
RPMI complete avec 10 % de scrum dc veau foetal (Gibco BRLr-ref. 013- 
35 06290H), additionne de 10 unites de pdnicilline et de 10 /ig de streptomydne 
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par ml ainsi que dc 2inM final de L-glutaminc. Pour Factivation de ces 
cellules, on les met dans le milieu RPMI additionn6 de p^nidlline, 
sbeptomydne et de L-glutamine et de 20ng/ml de phorbol myristate-2 
acetate-3 (PMA) (Sigma-rfl P8139) pendant 24 h. Les cellules ainsi acdv£es 
5 sont gratt^es et centrifugdes. Le culot cellulaire obtenu est appeld culot 
ceIIulaireU937P. 

La moiti6 des cellules est induite de surooit avec du qrcloheximide 
(lO/tg/ml) pendant les deux demi&res hemes de culture. Get inhibiteur de la 
syntfiese proteique tend plus stables les ARN messageis instables (dont les 
10 cytokines) (d T. Lindsten et al., 1989, Science, 244, 339-343). Les cellules 
ainsi activdes sont grattees et centiifiigees. Le culot cellulaire obtenu est 
appele culot cellulaire U937PC 

b) Pr^)aration de TARN poly 

15 

A partir des culots ccllulaircs U937P et U937PC; I'ARN est extrait et 
la firactionpolyA'^ est purificecommcdccrit dans la section 1-2) a) etb). On 
obtient ainsi deux fractions ARN-polyA***, appcldcs rc^3cctivemrat fraction 
polyA^l et fraction polyA'*"Z 

20 

3) Preparation des sondes ADNc radiomarquccs : 

Les sondes ADNc radiomarqudcs, appcldcs rcspcctivemcnt sonde 1 et 

sonde 2 sont synth6tis6es i partir des deux fractions ARN-polyA"^ ci-dcssus, 
25 pr6par6escommedccritci-apr5s. 

l;<g tfARN polyA* est hybridc avec 20ang d'oligo dT^j^jg 

^hannada) dans 2 a 3 /d de tampon de composition Tris HO, pH 7,5, 50 mM 
et EDTA ImM par incubation pradant 2min a 65*C et r^idissemrat 
jusqu'i temperature ambiante. La ^nthcsc de FADNc radiomarque est r6alis& 
30 dans un volume rcactionncl de 10/d en tampon de composition : Tris-HQ 
50mM pH83 ; MgCl2 5mM ; dithiotrcitol lOmM, contcnant 50^ de dAlP 

dGTP et dTTP, 10 fM de dCTP et 150 /^Ci de dCTP a32P (3000 O/mmol 
Ameisham) et 40 unites de RNasinc (inhibiteur de RNAse-Gcnofit). La 
reacdon s'effectue k 46*C pendant 30min en presence de 10 k 20imitds de 
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transcriptasc inverse (Gcnofit). Cette synth&c est suivie de rhydrolysc 
alcaline de I'ARN par une solution de NaOH O^BM dans un volume final de 
20 /d pendant 30 min a 65^C On neutralise par ajout d'adde acdtique 3M. On 
ajuste le volume Si 50 /d avec du milieu TE. On fail une extraction avec un 
5 meme volume de phenol suivie dhme deuxi&me extraction avec un m£me 
volume d*un melange chloroforme/isoamylalcool (dans les proportions 
respectives 24/1). On 61imine le dCTP a32P non incoipor^ lors de la synthese 
du brin ADNc par chromatographie d'exclusion sur une colonne de 
polyaciylamide PIO (Biogel-200-40D mesh-Biorad) . 
10 La quantite d^ADNc est de 60 & 100 ng poss£dant une activit6 

g 

sp£cifique de 1 x 10 dpm//(g. 

4) Hybridation des rdpliques des colonies bactdriennes avec les sondes 
ADNc: 

15 

Les rdpliques sur membrane sont prehybridees pendant 2 h a 42*C 
dans un tampon de composition : 50 % formamide ; 6 x SSC ; 5 x solution de 
Dcnliardt ; 0,1 % SDS et 100/ig/ml tfADN de sperme de saumon soniqu6, 
rajoutd zpths dcnaturation pendant 10 min a 100*C Les r£pliques sur 

20 membrane sont hybrid£es pendant deux jouis : la rdplique 1 avec la sonde 1 et 
la rcplique 2 avec la sonde 2^ ccs sondes £tant utilisdcs i une concentration de 
4 ng/ml dans le tampon d-dcssus. La 5 x solution de Denhardt (cf. Sambrook, 
op. cite) a la composition : FtcoU (type 400-Phannada) Ig/l, 
polyvinylpyrrolidone 1 g/l et la scrumalbumine bovine (BSA) 1 g/l. 

25 Les prchybridation et hybridation s*effcctucnt en tubes dans un four i 

hybrider (Hybaid) avec rcspectivcmcnt 2Sml et 10 ml de tampon par 
membrane. 

Ensuite les nSpliqucs sur membrane sont successivement lavees 
plusieurs fois pendant 15 min a 20*C dans Ic tampon de composition 2 x SSC ; 
30 0,1 % SDS, puis deux fois pendant 15 min dans une solution 0,1 x SSC, 0,1 % 
SDS 55*Q s6ch6es sur papier Whatman 3MM et autoradiographiees sur 
fihns Kodak XAR5. 
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5) Hybridadoa avec an mfiange d* oligonucleotides conespoodant h la plupait 
des cytddnes connues : 

Pour id«itifier les clones qui contienncnt les ADN complementaiics 
5 aux ARN messageis des cytokines connues, une autre s6rie de repliques sur 
membrane, preparfcs comme d&rit ci-dessus, est hybridee avec un 
melange- appele melange C - de 28 oligonudfotides compoitant chacun 
20nudfotides, correspondant aux ADN compltoentaiies des 
cytokines suivantes : Interieukine-1 a(Funitam Y. et al, 1985, NucL Ac. Res., 

10 13, 5869-5882), Intwieukine-l p(Aflnm P, et al, 1984, Pioc NatL Acad. Sd. 
USA, 81, 7907-7911), InterIcukine-2 (Degravc W, et al, 1983, EMBO J., 2, 
3249-3253), Inteikukine-3 (Yang Y.C et al, 1986, 47, 3-10), Intcrleukine-4 
(Yokoto T. et al, 1986, Proc NtL Acad. Sci., 83. 5894-5898), IntcrIcukine-5 
^Biano T. et al, 1986, Nature, 324, 73-75), Interleukine- 6 (May L et al, 

15 1986, Proc. NaU. Acad. Sd. USA, 83, 8957-8961), InterIcukine-7 ^amen A. 
et al, 1988, Nature, 333, 571-573), Intcrlcakine-8 (Matsushima K. et al, 
1988, 1. Exp. Med, 167, 1883-1893). Interieukinfr-9 (Yang Y.C et al, 1989, 
Blood, 74, 1880-1884), TOFci (Pennica D. et al, 1984, Nature, 312, 
724-729), TOFP (Gray P. etal, 1984, Nature. 312, 721-724), G-CSF (Nagala 

20 S. et al. 1986. 319. 415-418). M-CSF (Kawasaki E et al. 1985. Sdcnce, 230, 
291-296), GM-CSF (Wong G. et al, 1985, Sdence, 228, 810-815), UF 
(Grough N. et al, 1988, Proc. NatL Acad. Sd. USA, 85, 2623-2627), 
InterKron a (Gocddel D. et al, 1981, Nature, 290, 20-26), Interferon pi 
(Taniguchi T. et al, 1980, Gene, 10, 11-15), rnterftron y (Gray P. et al, 1982, 

25 Nature, 295, 503-508), TGFa(Pciynck R. et al, 1984, aU, 38, 287-297), 
TGFpl (Dcrynck R. ct al, 1985, Nature, 316. 701-705), bFGF (Prats H. et al. 
1989, Pnx:. Nad. Acad. Sd. USA, 86, 1836-1840), Eiythropoietine (Jacobs 
K. et al, 1985, Nature, 313, 806-810), BOGF (Shatma S. ct al. 1987, Science, 
235. 1489-1492), MIF (Wciser W. et al, 1989, Vme. NatL Acad. Sd USA, 86, 

30 7522-7526), MCP-1 (YosWmnra T. et al, FEES Lett. 244, 487-493), 
Oncostatine-M (Malik N. et al. 1989. MoL Cefl. BioL. 9, 2847-2853) et EDF 
(Murata M. tt al, 1988, Proc. NatL Acad. Sd. USA, 85, 2434-2438). 

Ces oligooudeotides, fiibriquds i I'aide du syntbetiscur d'ADN 
Koseardi 8700, sonl couples avec de la peroxydase de raifort EC 1.11.17 

35 (BodmngCT Mannbeun-Rid£ 814-407) selon le protocole suivant : 
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- on fait reagir sur la colonnc de synthese les oligonucleotides avec 
du carbonyl-diimidazole (Aldrich - 11, 553-3) et du diamino-196-hexane 
(Aldrich - HM69-6) scion la mdthode dc Wachter ct al. 1986, NucL Ac 
Res., 14,7985-7994, 
5 - apris deprotectlon dcs bases et clivage du support par traitement 

ammoniacal les oligonucleotides sont purifids sur une rdsine d'^change d*ions 
(Quiagen - Diagen-S00051) avec diangement du contie-ion ammonium en 
ion lithium* 

-les 5*-amino-oligonucleotides sont couples i la peroxydase de 
10 raifort (Boehringer Mannheim-814407) selon la m^thode de M. Urdea et al, 
NucL Ac. Res., 1988, 16, 4937-4956. 

Le melange d*oligonucleotides s'hybride avec environ 10% des 
clones de la banque. 

Les clones donnant un signal autoradiographique plus fort avec la 
15 sonde 2 qu^avec la sonde 1, et ne sliybridant pas avec le melange C ont it€ 
partiellement sequences comme ddcrit dans la section 4 ci-apres. Un de ces 
clones, ai^Ie clone A dans la dcmande de brevet FR 90 14 961 et d£signe par 
clone NC28 dans la prdsente demande, a 6t6 retenu. 

20 

SECTION 4 : Seouen^ape et analyse de la sequence de TADNc du done 
NC28: 

1) Scqucnsage de TADNc du clone NC28 : 

25 

a) pr6paration dc TADN simple brin 

Le clone NC28 contient Ic vcctcur pSEl, lequel porte un ADNc entre les 
sites ^[)al et BamHI, appcl£ par la suite ADNc NC28. 
30 Le vecteur pSEl, qui contient Toriginc de replication du phage fl 

permet de produiie de I'ADN simple brin par culture du clone NC28 en 
presence du bacteriophage M13K07 (Pharmacia- r6f : 27-1524) de la mani&re 
suivante : 

Le clone NC28 est cultive, dans un tube de 15 ml, sous agitation h 3TC 
35 dans 2 ml de milieu 2 x YT de composition : bactotryptone 16 g/I, extrait de 
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levure 10 g/1 NaQ 5 g/I (dtoit dans Sambiook ct al, op dtS), compl^mente 
avec 0,001 % de thiamine et 100 fig/rai d'ampicilline jusqu'i une denat^ 
qptique i 660 nm d^eavmm 0,60. 

-lOO/d de cette culture sont infectes avec du bacteriophage M13KD7 
5 (Phannada- i6f : 27-1524) i une multiplidt^ d'infiectioo de I'ordre de 10 dans 
un tube de 15 ml. La culture est ndse i agiter i 57*C 
- Au bout de 1 h. 2ml de milieu sont ajoutSs. La culture est alois mise & 
incuber poidant envinm 16 h & 37*Csoqs a^tadcm. 

-1,5ml de la culture est coitri&gi, dans un miaotube, a 15000g poidant 
10 2min. 

- 1 ml de sumageant est tians^ dans un miciotube et additipnnd de 250 /d 
dhme solution de poIy6thyI&ie glycol (de masse moleculaire 6000) 20% 
contcnant 2,5M de NaQ. Le mdlange est incubd pendant 5 min i 4'C pour 
fadlitcr la precipitation du phage puis centrifuge pendant 5 min i 15 000 g. Le 
15 sumageant est climind et le culot phagique est remis «i suspension dans 500 /d 
de tampon de compoation Tris-HQ lOmM pH8, EDTA ImM. 
-La suspension est «ctraite une fois au phinol saturf avec du Tris-HQ 
lOOmM pH8, puis deux fois au chlorDforme. 

- La prq>aratl(m est cosuitc prdcipit^ par adjonction de 1/10 de volume d'une 
20 solution d'acdtatc de sodhim 3M pH4,8 el 2,5 volumes d'dthanoL La 
pi^cqutation est rdalisdc a -20*C pendant un minimum de 20 nun. L'ADN est 
centrifuge pendant lOmin & 15000g, Ic culot est hv6 avec une solution 
d'l&anol & 70% puis rcmis en suspension dans 30/il de tampon de 
composition : Tris-HQ IQmM pH8, EDTA ImM. 

25 

b)s6quengage 

Les reactions de scqucn^ge sont r^alisces a I'aide du kit de sdquengage 
United States Biochemical (ref : 70770), qui utilise la m&iiodt de Sanger et al , 
30 Proc NtL Acad. ScL USA, 1977, 14, 5463-5467. Les amorces utilisdes sont 
des oligonuddotidcs de 18 nucleotides, compldmcntaires soit au vccteur pSEl 
dans la region imm&Iiatcmcnt en 5* de l'ADNcNC28, soit k la s&jucnce de 
rADNcNC28. 
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2) Analyse de la sequence de TADNc NC28 : 

La description ci-apres sera mieux oomprise i I'aide des figures 2, 3 et 

4. 

5 La figure 2 repr^nte la s&juence nucleotidique de TADNc NC28 et en 

vis-i^-vis la siqurace d'acides amines ddduite, les trols Met susceptibles 
d'initier la traduction ^tant soulign£s, le site de N-glycosylation etant soulign6 
en pointill6s et le site de clivage probable du peptide signal £tant indiqu£ par 
une fleche veiticale. 

10 La figure 3 et la figure 4 reprisentent respectivement raligncment 

d^apres Fboniologie maxixnale selon la mctbode de Needleman et Wunsch, 
1970, J. Mol. BioL, 48, 443-453 de la s&]ucnce d'acides amines d^uite de 
TADNc NC28 (ligne supcrieure) ct de la sdquence d'addes amines dcduite de 
FADNc de la cytokine MCP-1 (Itgne infcricure) et raligncment selon cette 

15 m6thode de TADNc NC28 Qigfio supcrieure) et de FADNc de la cytdkiM 
MCP-1 Qignc infcricure). 

Analyse de la sequence de I'ADNc NC28 

20 (1) UADNc NC28 comporte 804 nucleotides et se termine par une s^uence 
poIy-A. 

(2) Ge nombre de nucldotidcs est en accord avcc la taille de TARN messager 
correspondant (environ 0,8 kb), mcsurde par Clcctrophorcse sur gel d'agarose 
1 % en presence de formaldehyde (Sambrook, op cite), suivic d^un transfert sur 
25 membrane de nylon (Hybond N-i— Amersham) ct hybridation scion le protocole 
decritd-apris. 

Cette membrane est hybridce avcc une sonde radiomarquce avcc du 
32p-dCrP (Amersham) £abriqu6e k partir de I'ADNc NC28 par coupure 
partielle de ce dmuer ft Faidc de la DNAse I, suivie d'une polymerisation ft 

30 Faide de I'enzyme ADN polymerase I (technique dite de "nick-translation"), 
comme deoit par Sambrook ct al, op cite. L'hybridation sc fait a 42*C pendant 
16 h en milieu aqueux contcnant 50% dc formamide, IM de NaQ, une 
solution de 5 X Dcnhardt ct 0,1 % dc SDS. Les membranes sont lav^es 
plusieurs fois ft tempdraturc ambiante avcc une solution 2 x SSC contcnant 

35 0,1 % de SDS, puis lavces deux fois a 50*C pendant 15 min avcc une solution 
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0,1 X SSC contenant 0,1 % de SDS. La solution de 5 x Denbardt a la 
composition suivante: FicoU (type 400 - Pharmacia) Ig/l, 
polyvinylpyrroKdonc 1 g/l et BSA 1 g/L La solution 1 x SSC conticnt 0,15M de 
NaQ et 0,015M de citrate de sodium. 
5 (3) A la position 787-792 la sequence CATAAA, qui lessemble k la sequence 
consensus AATAAA d&:rite par M^Bimstiel et al, 1985^ Cell 41, 349, est 
probablement un signal de polyadfnylation. A la position 534-554, une region 
riche en A et T : TrATTAATATnTAATITAAT contient le motif consensus 
d'instabilit^ ATITA d&rit par G. Shaw et al, 1986, GeU, 46, 659-667. La 
10 plupart des cytokines connues poss^nt une teUe region riche en A et T, qui 
contient ce motif consensus d'instabilitd 

(4) La sequence d'ADN comporte une phase de lecture ouverte pour la 
traduction dHine proteine k partir de TATG en position 41-43 jusqu*au TGA k la 
position 368-370 qui correspond k un codon d^arret de la traduction. Dans cette 

15 phase de lecture fl y a trois codons ATG aux positions 41-43, 53-55 et 71-73, 
suscq}tibles d'initicr la traduction. Panni ceux-ci, Tenvironnement 
nudeoddique de I'ATG aux portions 71-73 est celui qui se rappioche le phis 
de la sdquence consensus d&rite par Kazak 1978, Cell, 15, 1109-1123, 
pour I'initialion de la traduction dans les cellules eucaiyotes 

20 (5) Un logicicl de recherche de pqitide signal, appele par la suite logiciel PS, a 
ete dcveloppd par la Dcmanderesse d^aprte la m6thode et les informations 
dccritcs par Von Hcijne, 1986, NudL Aa Res. 14, 483-490. Ce logiciel pr6voit 
dans cette phase de lecture une region hydrophobe ressemblant k un pq)tide 
signal et un site probable de clivage proteique k la position 139-140 (entie Ala 

25 et Gin). Le peptide signal prevu est compris entre IWe des trois Met 
susccptibles d*initier la traduction et ce site de clivage. La prot£ine mature 
(proteine traduitc clivce de son peptide signal) comprend done 76 addes 
amines (ct figure 2) 

(6) La sequence d^dcs anuncs de la proteine deduite de FADNc NC28 et celle 
30 de TADNc NC28 ont ete compsa€es req)ectivement k la s^ence de la piot6ine 
ddduite de FADNc de la c^toldne MCP-1, etk]z s6quence de TADNc de la 
cytokine MCP-1, a I'aide dHm logidel appropri£, a savoir le logiciel UWGCG 
de lVniv(^ite du A^sconsm : Devereux et aL, 1984, Nucl. Ac Res., 12, 
8711-8721 - Opdon GAP : alignement optimal des s&]umces d'aprte la 
35 mcthode de Needleman et Wunsch, 1970 L MoL BioL, 48, 443-453. Cette 
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comparaison a montr6 environ 74% cTidcntit^ entre la s^uence d'acides 
amines de la prot^ine deduite de FADNc NC28 et celle de la (^okine MCP-1 
(73 acides amines identiques sur les 99 acides amines) et environ 79% 
d'identite entre la partie de TADNc NC28 codant pour la prot£ine deduite et 
5 TADNc de la (Ttokine (235 nucleotides identiques sur les 

297 nucleotides). 

Le site de clivage predit par le logiciel PS, k la position 139-140 (entre 
Ala et Gin) oonespond I celui constat^ exp6rinientalenient pour la cytokine 
MCP--1 par E Robinson et al, 1989, Proa Nd. Acad. Sci. USA, 86, 
10 1850-1854. L'ATG en position 71-73 de PADNc NC28 correspond k VATG 
initiateur de la traduction dc la cytokine MCP-1 

Uhomologic entre la sequence d*acidcs amines de la proteinc traduite de 
TADNc NC28 et ccllc dc la cytokine MCP-1 indiquc que la proteine traduite de 
TADNc NC28 est unc protdinc sccrdtdc, dc type c^okine. 

15 

SECTION 5 ; Analyse de la secretion dans les cellules COS de la prottine 
codeeparrADNcNC28 

20 Les cellules COS sont dcs cellules dc reins dc singe exprimant Tantig&ne 

T du virus SV40 (Gluzman, Y. CcU ^ 1981, 175-182). Ccs ccUules, qui 
permcttent la nfplication dcs vcctcurs contcnant Torigine dc replication de 
TADN du virus SV40 (cas du vcctcur pSEl), constituent dcs hdtes de choix 
pour I'etude de Texprcssion de gbies dans les cellules animalcs. 

25 

l)Transfcction dcs ccUules COS et expression transitoirc dc la protdinc codee 
parl'ADNcNCZS: 

5x105 cellules COS sont enscmcncdcs dans une boite de Petri dc 6 on 

30 de diamfetrc (Coming) dans 5 ml ^c milieu modifie d'Eaglc scion Dulbecco ci- 

apr^ appel6 DMEM (le Dulbecco^ Modified Eagle's medium de Gibco 
r6£.041-01965), Icquel contient 0,6 g/1 glutamine, 3,7 g/1 NaHC03 et est 

complements avec du sdmm de veau foetal (Gibco) k raison de 5 %. Aprts 
environ 16 h de culture h 3TC dans une atmosphdrc contenant 5 % dc dioxyde 
35 de carbone, le milieu de culture est enleve par aspiration et les cellules sont 



wo 92/09629 



-32- 



PCr/FR91/00949 



lav^ avec 3 ml de tampon PBS Qs Phosphate Buffered Saline de GIBCX)). On 
y ajoute alors le melange suhrant : 1000 /d de ^MEM + 10% s6rum de veau 
foetal (Gibco)), llO/d de diethylaromo-^thyl-dextrane de poids moleculaire 
moyen 500000, i one concentration de 2mg/ml (Pharmacia), 1,1 /d de 
5 chlotoqaine lOOmM (Sigma) et 6/is d'ADN plasmidique du clone NC28, 
pi^>are selon la tecbniqae de lyse alcaline suivie de la porification de I'ADN 
plasmidique sm* un gradient de diloiuie de Uawa (Sambrook et al, op d\£). 
Apr^ 5 h d'incubadon i 37*C dans une atmosph&re contenant 5 % de daoxydc 
cte caibone, le n^kmge est redr6 des cellules. On y ajoute alors 2 ml de tampon 

10 PBS contoiant 10 % de dimidiyl solfoxyde (qualite Spectroscopie, Mode). 
/^WBS i min d'incubation a la tonp&atuic ambiant^ le melange est retire et les 
cellules sont lavecs deux fois avec du PBS et sont incubees dans du milieu 
DMEM contenant 2 % de scrum de veau foetal . Uincubation est poursuivie 
pendant 40 h i 3TC sous atmosphere contenant 5 % dc dioxyde de carbone. 

15 D'autrc part, on a pr^Kir^ des cellules COS tcmoins en effectuant les 

opcradons d6critcs d-dessus avec I'ADN du plasmide pSEl. 

2) Marquage des ptotdincs : 

20 L'casonble des operations d&ritcs d-dessous est effectui avec les 

cdlules COS tiansfcct6es per FADN plasmidique da d«ie NC28 et les ccUuIes 
COS tcmoins. 

Le milieu dc culnire est cnlcvc par aspiration et les cellules sont Iav6es 
deux fois avec 3 ml de tampon PBS. On ajoute 5 ml dc milieu MEM (Minimal 

25 Eagle's Medium) sans methionine (Gibco - rcf.041-01900H), complete avec 
3gfeil de ghicose et4mM dc ^ntaminc. On incube pendant 2h a 3TC On 
enl&ve le milieu de culture et on rajoutc 2 ml de mcme milieu additionn6 de 
200;ta de mahionine (rfit SJ1015 Amcrsham). On incube praidant 6hk 
3TC. On preleve le milieu de culture, on le centrifuge pendant 5 min pour 

30 eliminer les debris cellulaircs et les cellules cn su^nsion, et on garde le 
sumageant Les cellules adhcrcntes sont rinc6s deux fois avec du tampon PBS, 
gratt&s avec un grattoir en caotitdxMic et coitrifogces. 
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3) Analyse des proteines ladiomarquees des cellules COS transfectees, par 
elcctrophoiese sur gel de polyacrylamide : 

On pr&npite 1 ml du sumageant des ceUules COS transfectees et 9 ml 
5 d'ac£tone a -20*C On cmtrifiige et on rteupiie les allots de protiines. On les 
reprend dans un tampon de composition : Tris 042SM pH 6,8, SDS 4 %, 
glycerol 20 %. Une partie aliquote de la suspension obtenue conrespondant k 
une radioactivite de 200 000 cpm est analysee par flectrophor^ sur un gel de 
polyacrylamide 15 % en presence de SDS selon la technique decrite par U.IC 

10 Laemmli, Anal. Biochcm., 1977, 78, 459. Le gel est s6ch6 sous vide. Les 
protdines radiomarquccs sont rcveldes par autoradiograpbie. 

On constate sur rautoradiogramme la presence de quatre bandes 
sumumdraiics pour les cellules transfectees par TADN plasmidique du clone 
NC28 par rapport aux cellules tdmoins : deux bandes de forte intensity 

15 correspondant k des masses molcculaires apparentes de 9 hk 2 et 16 ± 2 kDa et 
deux bandes de foible intensttd corn^pondant k des masses mol6cuIaires 
apparentes de 11 f 2 et 17 + 2 kDa (cctte demiire bande est difiuse),La masse 
moldculaire pour la protcine mature de 76 acidcs aminfo est de 8956 kDa, done 
proche de la masse moloculairc apparcnte correspondent k la premiere de ces 

20 bandes. 

Les diffdrcntcs bandes obscrvccs ou ccrtaines d^entre elles peuvent 
corrcspondre k des dcgrcs de glycosylation divers dc la protcine de Tinvention. 
Celle-ci presentc en effct (cf. fig. 2) un residu asparagine susceptible d*£tre 
N-glycosyle (soulignd cn pointillcs sur la figure 2 et correspondant k la 
25 sequence consensus decrite par DONNER et al. J. Cell Biol. 1987, 105, 2665) 
et plusieurs rcsidus serine et thrtonine susccptiblcs d'6trc 0-gIycosyl£s. 

4) Mise en evidence de la N-glycosylation probable des formes de masse 
molcculaire apparcnte 16 + 2 ct 17 ± 2 kDa 

30 

Le marquage des prot£ines est cffectuc conmic cn 2) ci-dessus mais en 
presence dc lO/ig/ml de tunicanycinc (Sigma-r£f. T776S), agent inhibiteur de • 
la N-glycosylation des proteines. 

L'analyse des proteines sur gel de polyacrylamide est effcctuee comme 

35 en 3). 
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On constate sur rautoradiogramme la presence de deux bandes 
sumumeraires pour les cellules transfectles par I'ADN plasmidique du clone 
NC28, par rapport aux cellules t^moins : une bande de foite mtensit6 
oonespondant a une masse mol^laiie apparente de 9 + 2 kDa et une bande de 
5 &ible intensite correspondant a une masse mol6cuIaire apparente de 11 + 2 
kDa. Ccs resultats montrent que les deux formes de la protfine recombinante 
observees en 3) correspondant k une masse moleculaire de 16 Hh 2 et 17 + 2 kDa 
sont N-gIycosyl£es. 

10 

SECTION 6 : Purification de la protelne recombinante s&ret£e par les cellules 
COS 

1) Production de la protcinc recombinante 

15 

4 X 10 cellules COS sont ensemencees dans uh flacon de culture 
cgrlindrique, denomm6 habitucllcmcnt "roller", de surface 850 cm^ dans 150 ml 
de milieu modifie d'Eagle scion Dubelcco ci-apr6s appele DMEM (le 
Dulbecco's Modified Eagle's medium dc Gibco r6f: 041-01965), Icquel 
20 contient 0,6 g/l glutaminc, 3,7 g/1 NaHCOj et est complements avec du s6rum 

de veau foetal (Gibco) a raison de 5 % puis tamponn6 avec du dioxyde de 
carbone. Apr&s environ 16 h de culture i 3TC avec une vitesse dc rotation 
d^environ 0,2 tr/min, le milieu de culture est cnlcvd par a^iration et les cellules 
sont Iav6es avec du tan^n PBS (lo Phosphate Buffered Saline de Gibco). On y 

25 ajoute alors le melange suivant : 36 ml dc (DMEM <i> 10 % scrum de veau 
foetal (Gibco), 4ml dc didtbyl-aminoethyl-dotrane de poids moleculaire 
moycn 500000, i une concentration dc 2mg/ml (Pbarmada), 40 ;d de 
ddoroguine lOOmM ^Sigma) et 128 /ig d'ADN plasmidique du clone NC28, 
pt6pax€ selon la technique de lyse alcaline suivie de la purification de I'ADN 

30 plasmidique sur un gradient de chlorurc de c6sium (Sambrook et al, op at£). 
Aprds 5 h d'incubation i 3TC dans une atmosphdre contraant 5 % de dioxyde 
de carbone, le mflange est retire des cellules. On y ajoute alors 35 ml de 
tampon PBS contcnant 7% dc dimdthyl sulfoxyde (qualitd Spectroscopic, 
Merck). Apres 1 min et 30 s de rotation h la temperature ambiante, le melange 

35 est retire et les cellules sont lavdes deux fois avec du PBS et sont incubdes 
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pendant 5 jours & 3TC en rotation dans du milieu DMEM sans rouge de 
phenol On pr61^6 le sumageant^ de volume environ 130 ml. 

2) Isolement et purification de la proteine recombinante 

5 

La proteine recombinante a 6t6 isolfo et purifiee k partir du sumageant 
obtcnu ci-dcssus, avec les itapes successives suivantes : 

- ChromatograpUe d*£change d^ions sur une colonne DEAE-Sepharose 
(Pharmacia) pr^ablcment equilibice avec une solution de Tris-HG 50 mM 

10 pH 8,0. Dans ccs conditions opcratoires» la protdine ne se fixe pas sur le gel 

- Chromatographie d^afiinite sur colonne d*h6parine sepharose (Pharmacia) 
prcalablcmcnt cquilibrcc avec une solution de Tris-HQ 50 mM pH 8, avec 
comme dluant un gradient Uneaire de NaQ de 0 i 1 M dans une solution de 
Tris-HasO mMpHSA 

15 - Dialysc dcs fractions contcnant la prot6ine recombinante, dont le degr£ de 
purctc, ddtcrminc par analyse cicctrophordtique sur gel de polyacrylamide en 
prdscnce de SDS, et rev61ation au nitrate d'argent est sup6rieur ^ 90 soit 
contre une solution de PBS pour I'echantillon soumis au test de cbimiotactisme 
decrit dans la section ll, soit contre une solution de tampon MOPS 20 mM 

20 pH6,4 contcnant 0»1M NaQ, appel6 solution 1, pour I'etape de 
chromatographic ci-aprcs. 

- Oiromatographie d^cchange cationique dc ccs fractions sur une colonne 
Mono S HR5/5 (Pharmacia), prcalablcmcnt dquilibrde avec la solution 1, avec 
conune eluant un gradient Uneaire de 0,1 ^ 0,4 M dc NaQ dans la solution 1 

25 (pendant 60 min) et une detection h 280 nm. 

La protdinc recombinante sc trouvc dans Ics fractions corrcspondant k 
deux pics, appclds fraction 1 et fraction 2, qui donncnt rcq)ectivement, par 
analyse elcctrophorctique en presence de SDS, pour Fun, une bandc majoritaire 
de masse mol6culairc apparcmte de 9 ± 2 kDa et une bande minoritaire de 

30 masse moldculaire apparcnte de 11 ± 2 kDa, pour I'autrc, une bande majoritaire 
de masse moldculaire apparcnte dc 16 + 2 kDa et une scrie de bandes faiblcs de 
masses mol&ulaircs apparcntes comprise cntrc (16 ct 18) ± 2 kDa. 

Uanalyse dc chacunc de ccs deux fractions par clcctrophor&se sur gel de 
polyacrylamide en presence de SDS ct revelation au nitrate d'argent, ne fait pas 

35 apparaitre d*autres bandes que les formes de la proteine NC28 dccrites ci- 
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dessus, cc qui montrc que dans chacunc dcs fractions la pxot6ine lecombinante 
a un degr6 de puiete d*au moms 95 %. 

3) Analyse de la sdquence aminotcnninale de chacune dcs fractions 1 et 2 

5 

Pour chacune des fractions 1 et 2, la sequence aimno-tenninale a €t£ 
analysdc i I'aide dHm s&jucnceur Applied Biosystem modclc 470A, couple k un 
analyscur de dciiv& phcnylthiohydantolques Applied Biosystem modcle 120A. 
La proteinc purificc (200pmolcs contidlces par analyse d'acides amin&) a && 
10 dcposce sur le scquenccur en presence de 20pmoi de p-lactoglc*uline* 
protdinc tcmoin. 

Ancune sequence amino-tcnninalc correspondant a la sdqucnce d'acides 
amines codce par TADNc NC28 n'a cte dctcctce (par contrc la sdqucnce 
amino-tciminale de la proteine tcmoin a etc dctcctce, done Ic sdquenccur 
15 fonctionne). 

n y a done piobablement un blocage amino-tcnninal de diacune des 
diS£rentes fonncs de la protfiine recombinante. 

4) Etude de la glycosylation dcs diScrcntcs fr>rmcs de la proteinc NC28 

20 

Les fractions 1 et 2 ont ct6 soumiscs a dcs digestions 1 Paide des 
3 enzymes, N-glycanase, neuraminidase et 0-glycanasc (Gcnzymc), suivant le 
protocole decdt dans la fiche tedmiquc livrce avcc ccs enzymes. 

Les produits de ces digestions en^matiqucs ont etc analyses par 
25 flcctiophor&c en pr&cnce de SDS suivant la technique de Lacmmli UK, 1977, 
Anal Biochcm,, 78, 459- 
Les ri§sultats sont les suivants : 

La bande majoritaire de masse moleculaire apparcnte de9 ± 2 kDa n'est 
pas modifi& en pr&cncc de N-glycanasc, ni de neuraminidase, m de O- 
30 glycanase* 

La bande minoritaire de masse moldculaire appaiente 11+2 kDa n'est 
pas modiflde par la N-glycanase, mais est modifi& par la neuraminidase cn 
une bande de masse moleculaire apparente de 10 + 2 kDa, cette bande etant 
elle-meme modifi£e par la O-g^ycanase en une bande se confondant aivec la 
35 bande majoritaiie de masse moleculaire apparcnte de 9 ± 2 kDa. 
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La bandc majoritaire do masse inol6culairc apparente 16 + 2 kDa n'est 
pas modifiec par la neuraminidase, ni par la 0-glycanase, mais apr5s action de 
la N-glycanase, die se confond avcc la bandc majoritaire de masse mol6culaire 
apparente de 9 f 2 kDa. 
5 Les bandcs de masses molcculaircs apparcntcs comprises entre (16 et 

18) ± 2 kDa, disparaissent sous Taction de chacune dcs trois enzymes. 

Ces experiences montrent que la forme majoritaire de masse moleculaire 
apparente dc 9 + 2 kDa est une forme de la prot£ine NC28 non glyoosylte, la 
fiDrme minoritaire de masse moleculaire apparente 11 + 2 kDa est une forme O- 
10 glycosylcc dc la protcine NC28 contcnant 1 ou plusicurs acidcs sialiques, la 
forme majoritaire dc masse moleculaire apparente 16 + 2 kDa est une forme N- 
glycosyldc dc la protcine NC28. 

Lcs formes minoritaircs dc masses molcculaircs apparcntcs comprises 
cntrc 16 ct 18 kDa rcprcscntcnt probablcmcnt un melange complcxc dc formes 
15 N- et O-glycosyldes. 

La protcine NC28 est le premier membrc connu dc la famille des 
<9tokincs SIS humaines, qui est N-glycosyld (A. Minty, 1991, Mcdcdne 
Sciences, 7» 578). La cytokine MCP-1 cxiste dans une fonne 0-glycosyl6e 
mais pas dans une forme N-glycosylce (Jiang et al, 1990, J. Biol. Chcm., 30, 
20 18318). 

SECTION? : Construction d'un vecteur d'cxprcssion de I'ADNc NC28 dans la 
lerure : le plasmide pEMR6I7 et transformation d'une souche 
25 de Icvure a Taide de ce plasmide 

1) Construction du plasmide pEMR617 

Le plasmide pEMR583 (dccrit dans la dcmande dc brevet 
30 EP-435776) a 6te soumis ik une digestion complete par lcs enzymes Hindlll ct 
BamHI. Le grand fragment (appcld ci-aprcs fragment A) comprcnant Torigine 
dc replication ct Ic locus STB du 2 micron, Ic gfenc LEU2d, le gene de 
resistance a rampicillinc, I'originc dc pBR322, Ic tcrminatcur du g5nc PGK, Ic 
gene URA3, Ic promotcur artificiel ct Ic debut dc la region prdpro de la 
35 pbdromone alpha a etc purifid. 



wo 92/09629 



PCT/FR91/00949 



-38- 

Le fragment Hindlll - BamHI (nomme d-apres fragment B) 
comprenant la fin de la region prdpro de la pbcromone alpha et TADNc codant 
pour la proteine mature, flanque du site de restriction BamHI en 3', a ete 
obtenu par amplification par la technique PCR i partir du plasmide 
5 pSEl-NC28 . La sequence de ce fragment est pr&ds& sur la figures. Les 
fragments Aet B ont €t6 ligues de fagon i obtenir le plasmide pEMR617 

a) Description de la technique de la reaction polymerase en chaine 
(Polymerase chain reaction : PCR) 

10 

La technique de la reaction de polymerase en chaine (PCR) est une 
mcthode bien connue de Thonune de Tart qui permct de copier simultan6ment 
les deux brins dWe sequence d'ADN pnSalablement d6natur6 en utiUsant deux 
oligonuclfotides commc amorces (cfl notamment Touvrage de HJl Erlicfa : 
15 "PCR Technology: Principles and Applications for DNA amplification" 
publie en 1989 par les editions MacmQlan Publishers Ltd, Royaume-Uni et 
celui de MJi. Innis ct aL "PCR Protocols" publid en 1990 par Academic Press 
Inc. San Diego, Califomie 92101, USA). Le principe de oette tedmique est 
resume d-apr^ 

20 La technique du PCR est basee sur la repetition de trois £tapes, 

pcrmcttant d'obtcnir, aprcs entrc 10 et 30 cydes, des centaincs de millicrs de 
copies de la matiice originale, a I^de dhme ADN polymerase de Thcnnus 
aquaticus, habitudlement appelee polymerase Taq. Les trois ^pes sont les 
suivantes: 

25 

- Dcnaturation de la matrice : 

L'ADN double brin est denature en ADN simple brin par incubation a 
haute temperature (de 92*C a 96*Q pendant approximativement 2 muu 

30 

- Hybridation dcs amorces : 

Ces amorces sont une paire d'oligonucleotides synth&iques qui 
s'hybrident avec les extremitcs de la region i amplifier. Les deux amorces 
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sliybridcnt avcc Ics brins opposes. Lcs amorces sont ajoutecs en cxc&s, de 
fagon que la fonnation du complcxe amorcc-matrice soit favorisde. 

Extension dcs amoiocs : 

U6tapc au cours dc laqucllc la polymerase Taq assure Fextension du 
complcxe amorce-matricc dc 5* vers 3' est cffectudc k 72*C 



Dans la technique du PCR, Ic produit d'intcrct apparait au troisl&me 
10 cycle ct il est alors amplific de manicrc significative. Au couis du dcroulement 
dcs cycles, le produit d*amplification dcvient rapidement la matrice avec 
laqucllc Ics amorces s'bybridcnt. 



b) Description dcs amorces utilisccs 

15 

Deux oligonucleotides synthdtiques ont 6tc prepares. 
Le premier oligonucleotide, appcld amorce 1, dont la sequence est la 
suivante : 



20 ATCGAAGCTTOGATAAAAGA CAGCCAGTrCGGATTAATAC 
Scr Leu Asp Lys Aig Gin Pm Val Gly Ue Asa 
Region 1 Region 2 



posscde deux regions distinctcs : la region 1, qui contient la fin de la region 
25 prcpro de la phcromone a modifice par rapport h la sequence naturelle ddcrite 
par Kurjan et al. Cell, 1982, 30, 933-943 par unc mutation silendeuse qui 
permct d*introduire un site Hindlll juste avant la partie codante de la legion 1 
(cinquicme nucltoude dc la region 1), ct la region 2, qui est une region 
dcstindc k sliybrider avcc la nS^on codante corrc^ndant au debut de la 
30 protcinc mature de 76 addes amines (cf. section 4), du brin ntm codant de la 
partie du plasmide pSEl-NC28 qui portc I'ADNc NC28. 

Le deuxieme oligonucloitide, appel6 amorce 2, dont la sequence est 
la suivante : 

CAGTGGATCC TCAAAGTnTGGAGTTTGGG 
35 R£gionl Region 2 
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est egalcmcnt constituc de deux regions distinctcs : la region 1 qui porte sur le 
cinquicme nucleotide un site BamHI, ct la region 2, qui porte une sequence 
nucldotidique correspondant aux dcmiers codons de la partie codante de 
5 rADNc-NC28 et au codon stop, avec unc mutation destine i supprimer le 
site Hindm (mutation silcncieusc du codon AAG en AAA). Cette region est 
dcstinde k s'hybridcr avcc le brin codant de la partie du plasmide pSEl-NC28 
qui porte TADNc NC28. 

10 c) Obtention du fragment amplifif HindUI - BamHI representant la fin 

de la region pr£pro dc la phcromone a et TADNc codant pour la 
protcinc manirc NC28. 

On utilise commc matrice le plasmide pSEl ^ NC28 qui porte FADNc 
15 codant pour la protcinc NC28. 

Dans un tube on ajoute 100 ng du plamide pSEl - NC28, 100 ng de 
Famorcc 1, 100 ng dc I'amorcc 2^ 5/d de melange reactiomiel conccntrS 
lOfois (quantitc finale: 67mM Tris-HQ pH8,8, 16,6 mM (NH4)2S04, 
1 mM p mercaptocthanol. 6,7 mM EDTA, 0,15 % Triton x 100, 2 mM Mga2, 
20 0,2 mM dc dNTP, 200 ng de gelatine) Ic volume du mdlange est ensuite porte 
& 50 ml en ajoutant de Teau. 

On ajoute 0,5/d, soit 2,5 unitds de Polymerase Taq (Bochringer 
Manbeim rcf 1146 - 173). On couvxc alors le melange avec de la parafBne 
afin d'6viter Tevaporation de la solution aqucuse. 
25 L'amplification se £ait au cours de 15 cycles rcactionnels, dont les 

etapes dHm cyde sont les suivantcs : 

- 1 min a 94*C •> dcnaturation 
- 1 min k 55*C -> hybridation 
30 -1 min a 72*C-> polymerisation 

Apres les 15<7cles, la reaction enz^matique est anetee par Taddition ' 
de20mMEDTA. 

Le fragment d'ADN ainsi amplific, qui prcsente la taille attendue 
35 d'environ 250 pb, est ensuite isold et purifie sur gel d'agarose 1 soumis 
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pour dialysc a une chromatographic sur colonne dc gel de polyacrylamide PIO 
(Pharmacia), puis hydrolys6 totalcmcnt et simultaniment par les enj^es 
Hindlll et BamHI seloo les techniques babituelles bien connues de lliomme de 
I'art (Sambrook ct al, op cM) afin de former les extrcmites coh&ives Hindm 
5 et BamHI. Apr^ hydrolyse le fragment est purifi^ sur colonne PIO . 

La s^ence du fragment B obtenu est represent^ sur la figure 5. Elle 
comprend dans sa paitie codant pour la prot£uie NC28 une mutation 
silendeuse par rapport k I'ADNc NC28, indiqu6e par un ast^risque sur la 
figures. 

10 Les fragments A et B ont ^te Iigu6s de manicre i obtenir le plasmide 

pEMR617. 

2) Transformation de la souche de levure EMY761 par le plasmide pEMR617 
et expression de la proteine NC28 par la souche transformce 

La souche EMY761 (Mat alpha, leu2, ura3, his3) dccrite dans le 
brevet EP-0408461 ct pouvant etre obtcnue par curage plasmidique de la 
souche 66pos6c i la CtiCM le 27 Decembre 1989 sous Ic n* 1-1021, contient 
des mutations fleu2 et ura3), susceptibles d'etre compldmcntces par le 
marqueur de selection dcfectif LEU2d et le marqueur de selection URA3, 
presents dans le plasmide pEMR617. Elle a £t6 transfonn£e par le plasmide 
pEMR617 avec selection pour la prototrophie de leucine selon une variante de 
la technique de transfrvmation dtoite par Beggs et aL (Beggs et al, 1978, 
Nature 275, 104-109) qui consiste h soumettre les levures i un traitement de 
protoplastisation en pr6saice d\m stabilisant osmotique, le soibitol en 
concentration 1 M. 

Le protocole prids de transformation est indiqud d-aptis : 

a) 200 ml du milieu YPG liquide (cf. tableau 1 ci-apr^) sont inocules 
avec environ 5 x lO^cellules dWe culture en phase stationnaire ct la culture 
ainsi inoculfe est plac^ pendant une nuit sous agitation Ik 30*C 

b) Lorsque la culture attcint environ 10^ cellules par ml, les cellules 
sont centrifiigdes 4 000 tr/min pendant 5 min et le culot est lav6 avec une 

35 solution de sorbitol 1 M. 



15 



20 



25 
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c) Les ccUuIcs sont niise$ en suspension dans 5 ml de solution de 
sorbitol 1 M contcnant 25 mM EDTA ct 50 mM de dithiotfar^itol et incubdes 
pendant 10 min i 30*C 

d) Les cellules sont lavees une fois avcc 10 ml de solution de sorbitol 
5 I M et mises en suspension dans 20 ml de solution de sorbitol. De la 

2ymoIase-100T(pr6paration, commcrcialisee par Scykagaku Kogyo Co. Ltd., 
obtcnue par purification partielle sur une colonne d'afiSnite du sumagcant de 
culture d 'Arthobacter luteus et contcnant de la p-l^-glucanase- 
laminaripentahydrolase) est ajoutcc k une concentration finale de 20 /4gfmL ct 
10 on incube la suspension a temperature ambiante pendant raviroh 15 min. 

e) Les cellules sont remises en suspension dans 20 ml dW milieu 
contcnant du sorbitol appel6 milieu YPG sorbitol (cL tableau I ci-^rcs) et 
incubdes pendant 20 min k 30*C sous agitation douce. 

f) On centrifuge pendant 3 min a 2 500 trAnin. 

15 g)On remct cn suspension les cellules dans 9ml de tampon de 

transformation de composition : sorbitol 1 M, Tris-HQ pH7,5 10 mM ct 
CiQ^lOmM). 

h) On ajoute 0,1 ml de cellules et 5;d de solution d'ADN (environ 
5 mg) et on laisse la suspension obtcnue pendant 10 a 15 min k temperature 

20 ambiante. 

i) On ajoute 1 ml de la solution : polydthylenc glycol PEG 4000 20 %, 
TCs-HQ lOmMpHT^ctGiCljlOmM. 

j) On verse 0,1 ml de la suspension obtcnue en Q dans un tube 
contcnant du milieu solide de regeneration sans leucine (c£. tableau I ci-apres) 
25 prdalablemcnt fondu ct maintenu liquide a environ 45*C On verse la 
suspension sur une boite de Petri contcnant une coucbe solidifide de 15 ml de 
milieu de rcgcnmtion solide sans leucine. 

Les transformcs commcncent k appaniitre au bout de trois jours. On a 
ainsi obtenu un transforme, appcle souche EMY761 pEMR617. 
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Tableau 1 

Composition et preparation des principaux milieux utilise dans le protocole 
de transformation de la souche de levure EMY761 

5 

- milieu YPGIiQuide 

10 g d'extrait de levuie (Bacto-Yeast extract de Difco) 
20 g de peptone (Bacto-peptone de Difco) 
20 gde glucose 

10 

mSlanger les ingredients dans de Teau distilldc. Completer le volume final & 1 1 
avec de Teau distillee - Autoclaver pendant 15 min a 120*C 

- milieu YPG sorbitol 

15 utiliser la formule du milieu YPG liquidc auqucl on ajoute^ aprte autoclavage, 
du sorbitol k une concentration de 1 M. 

- milieu solide de rcp6n6ration sans leucine 

6,7 g de base azotde de levure sans acides amines 
20 (Yeast nitrogen base without Amino Acids de Difco) 

20 mg d'ad£nine 

20 mg d*uracile 

20 mg de Lr-tryptophane 

20 mg de L-histidine 
25 20 mg de Lr-arginine 

20 mg de L-m6thionine 

30 mg de Lr-tyrosine 

30 mg de L-isoleudne 

30mgdeL^lysine 
30 50 mg de L-phenylalanine 

100 mg de L-acide glutamique 

150 mg de L-valine 

20 gde glucose 

30gd'agar 
35 182 gde sorbitol 
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mclangcr tous ics ingrifdicnts dans I'cau distillce. Completer le volume final & 
11, avcc de Tcau distillce. Autoclaver pendant ISmin i ITOTC Aprbs 
autoclavagc^ ajouter 200 mg de L-thrconinc ct 100 mg d'adde L-aspartique. 

5 

SKUi lON 8 : Expression en erienmeyer de la prot£ine NC28 par la souche de 
levure transform^ et mise en Evidence de la proteine dans le 
milieu de culture sur gel de polyacrjrlamide en pr&ence de SDS 

10 1) Qilture de la souche EMY761 pEMR617 

Unc colonic de la souche EMY761 pEMRSll (obtenue dans la 
section 7) a dtd mise en culture dans 50 ml de milieu liquide sans uracile. 
Ce milieu contient pour I litre : 

15 

- 6,7 g de base azotcc de levure sans acidcs amines 
(Yeast nitrogen base without aminoacids de Difco). 

- 5,0 g rfhydrolysat de cascinc (casaminoacids de 
20 Difco) 

- 10 g de glucose 

Aprcs une nuit a 30*C sous agitation, la culture a etc Ccntrifugee 
pradant 10 min, le culot a £tc rcpris dans 10 ml d*eau sterile et de nouveau 
25 ccntrifugee pradant 10 min. Uexprcssion de la proteine NC28 a etc induite en 
r^renant les cellules dans 50 ml de milieu de composition suivante : 

- 6,7 g^ de base azotcc de levu re sans addes amin& (Difico) 
30 _ 5,0 g/1 d*hydrolysat de cascinc (casaaminoadds de Difco) 

- 30,0 g/lde glycerol 
-30,0 g/1 de galactose 

35 
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-lOml/ld'cthanol. 

La culture a dte replac& i 30*C sous agitation pendant 24 h. 
5 2) Analyse de la proteineexprimee 

a) gel de polyaoylamide en pr6sence de SDS 
Preparation des erhanfillnnc 



10 
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20 



25 



30 



35 



Une partic dcs cellules cultivecs pendant 1 nuit dans un milieu appel6 
milieu liquide sans uracile avec glucose dont la composition est pt6ds6c dans 
le tableau 2 ci-apres, a ete ccntrifugce : echantillon non induit Les cellules 
cuWvces pendant 1 nuit dans un mUicu. appele milieu liquide sans uracile 
avec athanol, glycerol ct galactose (tableau 2 ci-aprfes) ont 6t6 ccntrifogdcs : 
fchantaion induit U sumagcant a 6t6 iccucilli. A 10 ml de sumageant, 5 ml 
d'adde trichloroac&ique a 50 % contenant 2 mg/ml de dcsoxycholate ont ete 
xajout^. 

Le melange a 6t6 mis & la temperature de + 4'C pendant 30 min, puis 
centrifijgc pendant 30 min. Le culot a etd xcpris dans environ 1 ml d'acdtone 
&oid (+ 4'C) et de nouveau centrifuge pendant 30 min. Le culot, aprds avoir 
6tc scchd, est repris dans environ 20^*1 dhm tampon d£nomm6 tampon de 
charge constitue de Tris-HCl 0.125 M pH6,8 SDS 4%, bleu de 
bromopWnol 0.002%, glycerol 20%. ^mercaptodthanol 10% selon le 
protocole dcoit par LaemmU (cite prdcddcmment). U culot est soIubilis6 par 
^SbuUition pendant 15 min puis neutralist jusqu'a ce que le bleu de 
bromoph6nol virc au bleu. 

Les &hantiIlons sont ddposds sur un gel de polyaaylamide en 
presence de SDS et soumis a une eicctrophordse 

Resultats: 

Uanalyse du gel (revelation au bleu de Cooroassie) montre pour I'dchantiUon 
induit la presence de plusieurs bandcs supplementaires par rapport a 
Kchantillon non induit, dont les deux prindpalcs correspondent a un masse 
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molcculaiic apparent dc 9±2 (foime majoritaire) ct 11 + 2 kDa. Lcs autres 
bandes suppldmentaucs obscivecs dHine masse . molcculaiic apparente 
sup&ieuic a 16 ± 2 kDa, qui sont assez nombicuses et diffiises, cone^ndent 
probablemcnt a un dcgrc variable de glycosylation. On observe ^galcmcnt une 
5 bandedefefelcintcnatdoKicspondami une masse moKcuIaireappai^ 

SkDa. 

On sait que la N-glycosylation d'une prot^ine par la Icvurc fait 
intcivcnir one N-glycosylation simple ("cote glycosylation") dans le 
reticulum cndoplasmique ct une N-hypcrglycosylation ("outer-chain 

10 glycosylation") dans l"apparcil de Golgi (R-A. Hitzcman ct al, 1990, "Methods 
in Enzymology, n* 185", Academic Press, p. 421-440). En general la N- 
glycosylation sin^>ic conduit a une glyco-^rotf ine de poids molcculaire 
apparent homo^ne (une bande) ct la N-hypeiglycosylation k une 
glycopiotcinc dc poids molcculaire iq^>arcnt bct&ogcnc (plurality de bandes 

15 difEiiscs). On sait dgaloncnt que ccrtaincs protcincs pcuvcnt £tre O- 
glycosylccs par la Icvurc (J. Zucco ct al, 1986, Biochcmica ct Biophysica 
Acta, 884. 93-100). 

La N-glycosylation pcut ctrc misc cn dvidcncc dc plusicurs mani&res 
(P. Olcans ct al, 1991, Methods in Enzymology, 194, 682-697). Uune d'eHes 

20 consistc a observer la diminution de la masse molcculaire appaxcata dc la 
protcine lorsqu'clle est trait& ik Fcndoglycosydase H (Endo-b-N- 
accQrlglucosaminisidase : EC 32.1.96) qui coupe ^jddGqucmait lcs cfaaines 
N-liocs caibohydratces. La 0-glyoosylation pcut £tre pr&uroee lorsque la 
piotraie est rcastante I rendo^yco^dase H et que sa masse molcculaire 

25 appaicntc diminue aprcs traitranent a l'a-manno»dase (a-D-manoside 
mannohydrolase : EC 3.2.124), commc dccrit par Bicmans ct al, 1991, DNA 
and CbU Biology, 10, 191-200. 

b) Immunocmprcinte (Western blot) avec traitement eventuel a 
30 i'cmdogiycosidase H 

Preparation des &3iantillons 

Une partie des cellules cultiv^cs pcaidant une nuft cat milieu Hquide 
35 sans uradle avec glucose (tableau 2) a 6^ ccntriiiigce : ecbantillon non induit. 
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Les cellules cultivees pendant une nuit en miUeu liquidc sans uracflc avec 
^thanol, avec glycerol et galactosc,(tableau 2) ont 6t6 centrifug&s : 
fchantillon induiL Le sumageant a ^t^ recueilli. A 10 ml dc sumageant, 5 ml 
d'acide tricWoroacdtique i 50 % contenant 2 mg/ml de d&oxycholate ont 6t£ 
5 rajout^ 

Le melange a ^ mis I h temperature de + 4'C pendant 30 min, puis 
centrifugd pendant 30 min. Le culot a 6t6 repris dans environ 1 ml d'ac6tone 
fond (+ 4*C) et de nouveau centrifuge pendant 30 min. Le culot est repris dans 
40 fd dHm tampan de solubilisation (de composition: Tris-HQ pH 6.8 
10 10 mM, p mercaptodthanol 2 %, SDS 1 %). Le culot est porte & 100*C pendant 
15 min. 

L*6chantillon est cnsuitc partag6 en quatre parties 

- h la premiere partic de lO/d, on ajoute lO/d dhm tampon citrate de sodium 
15 50 mM pH 5 ct 5 /d d'cndoglycosidase H (5mUI-BoeIiringer r^f. 1088726). 

L'dchantillon est plac6 h STC pendant environ 1 nuit On ajoute ensuite 20 fd 
de tampon de charge ; 

- 4 la deuxi&me partie de 10 /d, on ajoute 10/<I de tampon citrate de sodium 
50 mM pH 5 et 23;il d'a-mannosidase (Sigma Rdf. M7257). L'&hantillon est 

20 place a yrc pendant environ 1 nuit. On ajoute ensuite 20/d de tampon de 
diarge; 

- i la troisidmc partie de 10/d, on ajoute 10;il de tampon citrate de sodium 
50 mM pH 5 et Sfd d'cndoglycosidase H (Boehringcr). L'echantiUon est plac6 
a 3TC pendant environ InuiL On ajoute ensuite 2^fd d'a-mannosidase 

25 (Sigma). L'&hantillon est place k 3TC pendant 1 nuit On afoute 20;d de 
tampon de charge ; 

- a la quatrieme partie dc 10;d, on ajoute 10/d de tampon de charge. Les 
cchantiUons sont portds k ebulUtion pendant 10 min. On depose les 
echantillons sur gel de polyacrylamide en presence de SDS et on effectuc une 

30 electrophorcse selon le protocolc de LaemmH, Anal. Biochem., 1977, 78, 459. 

Les ptoteines contcnues dans le gel sont ensuite transferees sur 
membrane de nitroceUulose (selon la technique de H. Towbin et al, 1979, 
Proc NaU. Acad. Sd. USA, 76, 4350-4354). L'immunodetection, rfelisee' 
selon le piotocole deoit dans llmmuno-Blot Assay Kit de Bio-Rad (r^f. HO- 
BS 6450) implique les etapessuivantes: 
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- la saturation de la membrane dc nitrocellulose avcc un tampon TBS (Tris 
Buffered Saline") qui conticnt 3 g/100 ml de g£latine pendant 30 min ; 

- le ringage de la membrane avec un tampon ddnomm£ T. TBS (Tampon TBS 
qui contient 0,05 % de Tween 20), deux fois pendant 5 min ; 

5 -la mise cn contact de la membrane avec Fimmunsdrum prepare dans la 
section 10, pendant 1 h ^ temperature amblante ; 

- le ringage de la membrane avec le tampon T.TBS, deux fois pendant 5 min 
ctune fois pendant 5 min avec le tampon TBS ; 

- le complexc antigcne-anticoips est revdlc par la mise cn contact de la mem- 
10 brane avcc un tampon de developpemcnt contenant du chloro-4 naphtol-1 

dans du dicthylcnc ct du peroxyde d'hydrogene ; 

- le ringagc dc la membrane avec de Teau. 

Rcsultats : 

15 

Uanalyse de rinununoerapreinte montrc pour Techantillon induit non trait6 k 
Tendoglycosidase H la pn^ncc de plusieurs bandes suppldmentaires par 
rapport a Tcchantillon non induit, dont Ics deux principales correspondent k 
une masse moleculairc apparcnte de 9 4 2 etl 1 f 2 kDa. Ces deux bandes sont 

20 rccormues par rimmunserum. Dcs bandes diffuses de poids moleculairc 
apparent supcrieur a 16 ± 2 kDa sont dgalement miscs en Evidence. 

Dans rdchantillon induit Ics bandes diffuses corrcspondant au poids 
moleculairc supcrieur i 16± 2 kDa tcndcnt a disparaitre aprds traitcment k 
rendoglycosidasc H pour laisscr place k une bande dc masse moldculaire 

25 apparcnte de 16 + 2 kDa pouvant concspondrc au prccurseur ayant garde la 
sequence pro de la phcromone. Dans cc mcme dchantnion traitd, on note que 
les deux bandes principales de poids molcculaircs apparcnts cfe 9 + 2 et 11 + 
2 kDa sont toujours prcscntcs. 

Dans rdchantillon induit la bande corrcspondant a un poids 

30 moleculaiie apparent de 11 f 2 kDa tend a disparaitre apr^ traitement k I'a- 
marmosidase tandis que la bande de 9 ± 2 kDa augmcnte en intensity dans les 
memes conditions. Ced semble indiquer que la prot^ine correspondant k une 
masse moleculairc apparcnte de 11 ± 2 kDa est 0-glycosylee. 
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Tableau 2 

Composition et prdparation de certains milieux 
utilises pour la preparation des ddiantillons : 

5 

- Milieu liquide sans uradle avec glucose : 

- 6»7 g de base azot^ de levure sans addes aminfo 

(Yeast nitrogen base without amino acids de Difco) 

- 5,0 g d'hydrolysat de cascine (casaminoadds de Difco) 
10 - 10,0 gde glucose 

melanger tous Ics ingredients dans de I'eau distillce, et compl6ter a 1 1 final 

avecdel'eaudistillde. 

Autoclaver pendant 10 min k 120*C 

15 

- Milieu liquide sans uracile avec ^thanol, gIyc6rol et galactose : 

utiliser la foimule du miUeu liquide sans uracUe ddcrite d-dessus mais sans 
glucose. Aprfis autodavage ajouter 10 ml d'dthanol 100 %, 30 g de glycerol et 
30 gde galactose 

20 

SECTION 9 ; Purification de la protfine NC28 ptxMluite dans la levure et 
dftenninaUon de sa sequence amfnoterminale 

25 1) Purification de la forme majoiitain; dc la protdinc NC28 pioduite par levure 

La forme majoritairc dc la protcinc rccombinantc de masse molcculaire 
apparentc de 9 + 2 kDa (cL section 8-2)-a)) a 6t6 isolde et purifiee k partir du 
milieu de culture obtenu k Tissue de la section 8-1), k I'aide dHra protocole 

30 oomportant les et<q)es succcssives suivantes : 

-Chromatographie d'dchange d'ions sur une colonne DEAE-Sepharose 
(Phaimada pi^ablement equilibree avec une solution de Tris-HQ 50 mM 
pH 8,0. Dans ces conditions opdratoires, la protcinc ne se fixe pas sur le geL 
-Chromalograpliie d'afSnite sur colonne dlidparine sdpharose (Pharmada) 

35 prealablement dquilibrfe avec une solution de "Ws-Ha 50 mM pH 8, avec 
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comme iluant un gradient lincaire dc NaQ de 0 a I M dans une solution de 
Tris-Ha50mMpH8,0. 

-DMyse des fractions contcnant la protfiine recombinante (dctominces par 
analyse electrophoretique sur gel de polyacrylaniide en picsence de SDS) 
5 contretme solution de tampon PBS. 

2) Analyse de la protdine purifide 

a) Hcctrc^hor&sc sur gel de polyacrylamide cn presence dc SDS 

10 

L'analyse par dlectrophorcse sur gel dc polyacrylamide en presence de 
SDS et revelation au nitrate d'argcnt montie la pr&ence dWe bandc intense 
concspondant a une masse moldcuhiie apparaite de 9+ 2kDa et de deux 
bandes dc trcs faible intcnsfte cotrc^xMidant k des masses moldculaiies 
15 apparentcs dc 8 + 2 et 11 + 2kDa. La purct^ de la piotdinc recombinante 
conc^ndant a ccs trois bandes est supdrieure & 90 %. 

b) Determination dc la sequence aminoterminale : 



20 La sequence amino-tcrminalc est dctermince scion le prindpe de la 

degradation dBdman (Kia-K Han ct al, 1977, Biochimie» 59, 557). Le premier 
addc amind amino-tcnninal est coupid au phcnyI-isothio<yanate (PYTC^ puis 
dive. Lc derive obtcnu est converti en un phdnylthioidantoihe-acide amine 
stable, absorbant & 269 nm. Le produit dc chaque cycle est analyse par HPLC 

25 On detecte trois sequences aminotcrminalcs d-^p^ dans les 

proportions reqxctives 70 %, 20 % ct 10 % : 

. sdqurace 1 : Gin Pro Val Gly ne >\sn Thr 
. sdqucncc 2 : Val Gly lie Asn Thr 
30 .sdquence3:LysIleProLysGln 

La sequence 1 est la sequence aminoterminale attcnduc : celle de la* 
proteine mature de 76addcs amines (ct figure 2) dccrite dans la section 4, 
dont la sequence codante est introduite dans le vecteur pEMR617 ddciit dans la 
35 section 7. 
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Lcs sequences 1 et 2 sont les sequences amino-terminalcs de la 
prot^ine mature de 76acides amines respectivement chvie dans sa partie 
aminoterminale de 2 et 18 addes amin&. 

5 

SECTION 10 : Synth^ de peptides et production d'immunsdrums 
1) Synthcse de peptides 

10 Plusieurs peptides ont &6 synth£tises» soit manuellement par la 

mcthode dite du ^'sachet de the" ("tea bags**), ddcrite par Houghten, 1985, Proc 
Natl Acad. Sci-USA, 82, 5131, soit par une methode utilisant un synth6tiseur 
Milligen. Dans la premiere mdthode, le support de synthase est enfenn6 dans 
une enveloppe pcrmdable et rcsistante aux solvants ; ainsi, les ^pes 

15 conununes de synthase (activations, lavages, etc..) peuvent ttxc r6alis£es 
simultan^ment pour un grand nombre de peptides. La deuxi&me m£thode 
permet do £aire une synthase compl6temcnt automatisdc. Dans les deux cas, la 
chimie de synthese est cclle utilis6e couramment pour la synth6se de peptides 
en phase solide (Merrificid et al, 1963, J. Am. Chem Soc. 85, 2149-2154). 

20 Dans cette mdthode , le rdsidu carboxy-tcrminal du peptide k synthdtiser est 
attach^ h un polymere insoluble, ensuitc diffcrcnts acides aminds sont ajoutds. 
La chaine polypq}tidique augmente de taille dans le sens aroino-terminal. 
Ap^ la synthese, le pq>tide est s6pzx6 du support par Tacide fluorfaydrigue et 
r£cupdr6 en solution. 

25 Par la premiere m€thode, on a synthctise lcs peptides corrcspondant 

aux acides amin& 90--109, 94-109 et 97^109 de la protcinc traduite NC28 
(cf. figure 2), appclds re^xctivemcnt peptides C20, peptide C16 et peptide 
C13. Le peptide correspondant aux acides amines 48-69 de la protdine traduite 
de TADNc NC28, appele peptide 48-69, a 6t6 synthdtisd automatiquement La 

30 totaUte des peptides a 6x6 purifide par HPLC, la determination de la 
composition en acides aminds et le sequengage du peptide ont 6t€ effectuds sur 
les produits purifies. 

L'analyse de la composition en acides amines est enti&rement 
automatisee. Uanalyseur d'acides amines (modele 420A, Af^lied Biosystems) 

35 effectue Thydrolyse, puis la derivation des acides amines liberes. La separation 
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dcs acidcs amines derives est rcalisde par un systftmc HPLC Brownlcc 130A 
connects en ligne avcc Ic systcmc 420A. 

La sequence amino*tenninaIe est dctenninde scion le prindpc de la 
degradation d'Edman. Le premier acidc amine amino-terminal est couple au 
5 phcnyl-isocyanate (PITC)^ puis dive. Le derive obtenu est converti en un 
ph6nylthioidantoihc-acide amine stable, absorbant a 254 nM. Le produit de 
chaque cyde est analyse par HPLC 

2) Preparation d'immunscnmis 

10 

Afin de pxoduire des immunscrums, Ic peptide 48-69 est couple a une 
pioteinc portcusc Fhcmocyaninc de FisureUa (KLH) par son rcsidu cysteine 
caifooxy-terminal avcc le m-maleimidobcnzoyl-N-hydroxysuccinimidc ester 
(MBS) comme agent couplanL 

15 Des lapins (New Zealand, males de 2 Kg environ) sont immunises avec 

le conjugd peptide 48-69/KLH (quantitd corrcspondant a 800 /ig de peptide) 
(hpin hr43) ou avcc 50;ig de protcine NC28 (purifidc k partir de levure - 
section 9) (lapin N* 44) toutes les deux scmaincs scion le protocole d6crit par 
Vaitukaitis, 1981, Methods in Enzymology, 73, 46. Pour la premidre injection, 

20 un volume de solution antig(5nique est emulsific par un volume d'adjuvant 
complet de Picund ^igma-rdf. 4258). Les rappcis (3 pour le lapin N* 43 ct 6 
pour le lapin lNr44) sont administr6s dans Fadjuvant incomplct de Freund 
(Sigma-rc£5506), 

Les immunscrums obtenus sont capables de icconnaitre la proteine 

25 NC28 pnxluitc dans la levure et dans les cellules COS par immunodetection 
aprds clectrophoicsc sur gel de polyacrylamidc en presence de SDS. 
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SECTION 11 : Mise en Evidence pour la proteine NC28 et les peptides 
carboxyterminaux de cette derniere, d'une activity 
chimiotactique 

5 l)Methodeutiiisee 

a) Isolcment des ncutrophilcs 

A partir du sang pcriphcrique on enleve la plupajt des hdmaties par 
10 sedimentation a 37*C pendant 30 min dans une solution contenant 0,6 % 
dcxtran T500 (Pharmacia -rcf : 17-0320-01) ct 0,09 % NaQ. Par la suite les 
cellules sont dcposecs par dcssus une couche de Ficoll-Paque (Pharmacia) et 
ccntrifugccs a 400 g pendant 30 min. Les cellules mononucleaires du sang 
pdriphcriquc (PBMNQ sent prcscntcs a Tinterface entre Ic Ficoll et Ic 
15 sumageant alors que les hcmaties residuelles et les polynucldaires 
(principalcment des ncutrophilcs) sc trouvent dans le culot cellulaire. Ce culot 
est rcmis cn suspension dans une solution do NH4Q 0,8 %, lOmM Hcpes et 

incube i 37 *C pendant 7 min pour fiairc 6clater les hdmaties. Les cellules 
r^siducUcs (principalcment des ncutrophilcs) sont ccntrifiigdes et lav6es dans 
20 du tampon HBSS de Hanks Solution Saline cquiUbrcc(Gibco BRL-R£f. 041- 
04020 H)» appelde ci-api6s solution HBSS. 

b) Isolemcnt des monocytes 

25 Le principe d'isolement des monocytes a etc ddcrit par A- Boyum, 

1983, Scan, h Immunol., 17, 429-436. II est rcsumd ci-aprcs. La mcthode 
consiste k separer les monocytes du sang en utilisant un milieu de gradient iode, 
le Nycodcnz ^J^'-Bis (dihydroxypropyl-2,3), [N-(dihydroxy propyl-2,3) 
acetamido]-5-triodo-isophtalamide-2,4,6)* Pour accentuer la difference de 

30 density entre les monocytes et des lymphocytes, I'osmolarite de la solution est 
augmentee,donc les lymphocytes rcjettcnt de I'eau et devienncnt plus denses. 
On pent utiliser du milieu "NycoPrcp L068", qui contient du Nycodenz, du 
chlorure de sodium et de la tricine/NaOH k des concentrations optimales pour 
la separation des monocytes (Nycomed Pharma AS, Norvege-r^f. 223510). 

35 
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Lc protocole utilise est le suivant : 

A partir du sang pdriphdrique on cnleve la plupart des hdmaties par 
sedimentation h 3TC pendant 30 min dans une solution contcnant 0,6 % de 
5 dextian et 0,09% NaG. La phase supdrieure du plasma contcnant les 
monocles, les lymphocytes et les nculrophilcs est prclevce. Pour scparcr les 
monocles des auties cellules, des tubes sont prepares de la &gon suivante : 
6 ml de plasma sont ddposds sur une couche de 3 ml de NycoPrep 1.068 
(Nycoraed Pharma AS, Norvcge, rcf. 223510) dans un tube de diamdtre 13- 
10 14 nam. Apxcs centrifiigadon a 600 g pendant 15 min. on pr61cve le plasma 
darifid jusqu*a 3-4 mm au dessiis de Fintciphase ct on rccucillc le teste du 
plasma et toute la soludon de NycoPrep jusqu'a environ 1 cm au dessus du 
culot ccllulairc, ce qui permet de ne pas pnllever les lymphocytes. La 
suspension de monocytes rccueillie est complctce jusqu'ii un volume de 6-7 ml 
15 avcc une solution de condition : 0,9 % NaQ 0,13 % EOTA 1 % BSA, puis 
centrifugcc pendant 7 min a 600 g. 

Les monocytes sont contamincSs avec des plaquettcs. Pour eliminer ces 
demiercs, on centrifuge puis on cnleve le sumageant et on rcmet cn suspension 
avcc la mcme solution, cn rcpetant ces operations 3 fois. 
20 Les cellules sont remises cn suspension dans du milieu RPMI 1640 

(Gibco) contcnant de Falbumine serique bovine (BSA) 0,5 % 

c) Protocole de mise cn Evidence du chimiotactisme 

25 Le test utilise est cclui dccrit par W. Falk ct al, 1980, L Jmrn. Meth., 

33, 239-247; Le protocole prods utilise est cxposd d-aprds : 

On utilise la chambre de Boyden modifice pour mesurc de 
cfaimiouurdsme, commerdaliscc par Neuroprobe (t6t AP48). On met les 
ecfaantillons k tester diluds dans une solution HBSS pour Ics tests sur les 

30 neutrophiles, et le milieu RPMI contcnant 0,5 % BSA pour le test sur les 
monocytes, dans les puits de la plaque inferieure. On depose sur ccUe-d un 
filtrc de polycarbonate (taille des pores : 5 mm-Nudeporc rc£ 155845) avec le 
cote brillant en bas. On ddpose la plaque supcrieure sur le fUtre. On met les 
cellules (50 000 pour 50 /d tampon) dans les puits de la plaque supcrieure. On 

35 incube la chambre i 37*C dans une dtuve humidifice ou dans une boite 
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contenant du coton mouill6 pendant 1 h pour le test sur Ics neutrophUes, et 3 h 
pour le test sur les monocytes. On retire le filtre ct on enleve les cellules qui 
sont sur le cote mat (cellules qui n'ont pas migr^) en essuyant le filtre ct en le 
radant avec un grattoir en caoutchouc, ces deux demiires operations ^tant re- 
pet&s 1 fois. Les cellules qui ont migre sont color&s ct fix&s en utilisant le kit 
•Diff-quick* (Dade-rd£ 130832). Par observation microscopique, on compte le 
nombre de cellules sur le c6t6 brillant du filtre (cellules qui ont roigr^) 

d) Prqjaration des dchantillons 

a) Echaotillons dc proteincs iccombinantcs : 

-proteine NC28 issue de cellules CX)S, purifide oomme decrit dans la 
section 6. 

- proteine NC28 issue de Icvurc, purificc commc ddcrit dans la section 9 



-cytokine MCP-1, obtenue de la fagon suivante : isolcment dhm plasmide 
pSEl poiteur de I'ADNc de la cytokine MCP-1 par criblage de la banque 
20 pr^>aice dans h section 2 k Taide dHin oligonucl<5otide corrcspondant i une 
partie de I'ADNc de la cytokine MCT-1 ddcrite par Yoshimura T. et al, 1989, 
Fcbs Lett, 244. 487-493, puis transfccUon des cellules COS, culture des 
ceUules COS transfiectees et purification de la cytokine MCP-1, conune ddcrit 
pour la proteine NC28. 

25 

- proteine IL-8 (Endogen -i€f : CY-09025) 
b) Rchantillons de peptides ; 

30 - peptide C13 ) prepares commc ddcrit dans 

- peptide C16 ) la section 10 
-peptide 020) 

- peptide formyl-Met-Leu-Phc, gdndralement appele fMLP 
(Sigma- ret F 3506) 
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2) Resultats 

a) chimiotacdsme de la protcinc NC28 purifice issue des cellules COS 
et de la protdine NC28 purifice issue de levure, sur Ics moncxTtes 

5 

Certains rdsultats obtenus sont illusties sur la figure 6a qui icpi^sente 
le noxnbre de cellules par champ microscopique en foncdon de la concentration 
e3q)xinicc en nM pour la protcine NC28 purifiee issue de levure, la proteine 
NC28 purifice issue de cellules COS, Ics peptides C13, C16, C20 et £MLP et 

10 sur la figure 6b qui rcpr&entc le nombre de cellules par champ microscopique 
en foncdon de la concentration exprimde en ng^ml pour la proteine NC28 
purifiee issue de levure ct la c^okine MCP-1 purifice issue des cellules COS. 

On constate sur la figure 6a que la protcinc NC28 purifice issue de 
levure et la protcinc NC28 purifi6c issue de cellules COS, prdsentcnt spxbs 3 h 

15 d'incubation une acdvite de chimiotactisme sur Ics monocytes ncttement 
supdrieure h cclle du £MLP, peptide connu commc posscdant une activity de 
chimiotactisme sur Ics monocytes (Schiffinann E. ct al, J. ImmunoL 114, 1831). 
Les peptides carboxytcrminaux de la protcine NC28 posscdcnt cgalement cette 
activity. 

20 On constate sur la figure 6b que Tactivite de chimiotactisme sur les 

monocytes de la protcine NC28 est du mcme ordre de grandeur qiie celle de la 
proteine MCP-1, connuc pour cctte activite (Rollins B. L et al, 1991, Blood, 
78, 1112) ct que cctte activite est constatce a des concentrations de 0,1 k 
lOng/ml 

25 

b) Chimiotactisme de la protcine NC28 purifice issue de levure sur les 
neutrophiles 

Certains resultats obtenus sont illustrds sur la figure 6c, qui reprcsente 
30 le nombre de cellules par champ microcospique en fonction de la concentration 
exprimce en ng/ml, pour la protcine NC28 purifi6e issue de levure, la cytotinc 
IL-8 et le peptide fMLP. 

On constate que la protcme NC28 ne presente quhme £aible activite de 
chimiotactisme sur les neutrophiles, (a des concentrations 6Iev^ supdrieures i 
35 100 ng/ml) contrairement a la c^okine IL-8 et au peptide fMLP, tons deux 
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connus pourposseder cette activite (Yoshimura T. et al, 1987, Proc. Natl. Acad. 
Sci-USA. 84, 9233,1 et Schiffinan E ct al, 1975, J. Immunol., 114, 1831). 

La piotSine NC28 est done un chimioattractant puissant et sp6cifique 
des monoqrtes. 
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REVENDICATTONS 

1. Proteine presentant une activity de ^pe ^toldne, caiac^isee oi ce 
qu'elle compiend la sequence (al) suivante : 

5 

Met Lys His Leu Asp Lys Lys Thr Gin Thr Pro Lys Leu 
1 5 10 

et immediatement en amont de la sequrace (al), une paitie de la 
10 S6qu«ice(a2)suivaDte: 

Gin Pro Val Gly ne Asn Thr Ser TTir Thr Cys Qrs T^r Aig Phe ne 

15 10 15 

Asn Lys Lys De Pro Lys Gin Arg Leu GIu Ser Arg Arg Thr Uir 
15 20 25 30 

Ser Ser His Qrs Pro Aig Glu Ala Val He Phc Lys nu: Lys Leu Aq> 

35 40 45 

Lys GIu He Cys Ala Asp Pro Thr Gin Lys Tip Val Gin Asp Phe 
50 55 60 



20 



25 



ou dW sequence difi^rmt de un ou plusicuis addes axtdnes de la 
sequence (a2) et confinant a la piotdine la mfime activity 
Ptotcine presentant une acthritd de type cytokine, caiact£tisee m ce 
qu'elle compiend la sdquenoe (a2) : 



Gin Pro Val Gly He Asn Thr Ser Hff Hir Cys Cys Tyr Aig Phe lie 
15 10 15 

Asn Lys Lys lie Pro Lys Gto Arg Leu Glu Ser lyr Aig Arg Thr Thr 
20 25 30 

30 Ser Ser His Cys Pro Arg Glu Ala Val ne Phe Lys Hir Lys Leu Asp 

35 40 45 

Lys Glu lie Cys Ala Asp Pro ITir Gto Lys Trp Val Gto Asp Phe 
50 55 60 



35 
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et imm^atemeot en aval de ladite sequence (a2) la sequence (al) : 

Met Lys His Leu Asp Lys Lys Thr Gin Tbr Pro Lys Leu 
15 10 

5 

ou une sequence diScrent de un ou plusieuis addes amines de ladite 
s£quence (al) confdrant i la piot^ine la mcme activity. 

3. Prot£ine selon la revendication 1, caract£risi en ce que la partie de la 
sequence (a2) immcdiatemcnt en amont de la s^uence (al), est choisie 

10 panni les s^uences suivantes : 

GlnLysTcpValGbAspPhe ct GlnAspPhe 

4. Protdine scion la levendication 1, caract6risce en cc que la paitie de la 
15 sequence (a2) ou dHine sequence diScrent de un ou plusieurs addes 

amines de la s&)uaice (a2) et confdrant il la proteine la meme activite, 
inunediateaient en amont de la sequence (al) est choisie panni la 
sequence (a2) et les sequences (a3) et (a4) suivantes : 

20 (a3) ValGIyneAsnTbrSerTbrHirCysCysTVrAigPliellcAsnLys 
15 10 15 

Lys De Pro Lys Gin Arg Leu Glu Scr Tyr Arg Arg Thr Thr Ser Ser 

20 25 30 

His Cys Pro Arg Glu Ala Val He Phe Lys Thr Lys Leu A^ Lys Glu 
25 35 40 45 

De Qys Ala A^ Pro Thr Gin Lys Trp Val Gin Asp Pbe 
50 55 60 

(a4) Lys De Pro Lys Gh Arg Leu Glu SerTyr Arg Arg Thr Tbr Ser Ser 
30 1 5 . 10 15 

I£s cys Pro Arg Glu Ala Val He Phe Lys Thr Lys Leu Asp Lys Ghi 

20 25 30 

De (^s Ala Asp Pro Hit Gh Lys Trp Val Gbi Asp Phe 
35 40 45 

35 
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ou panni Ics sequences qui different de un ou plusieuis addes amines de 
la sequence (a3), (a4) ou (a2) et confcrent k la prot6ine la meme acdvite. 

5. Proteine selon la revendication 4, caractcrisce en ce que la partie de la 
sequence (a2) inimediatement en amont de la sequence (al), est la 
sequence (a2). 

6. Proteine selon la rcvendication 5, caractdrisde en ce qu'elle comporte un 
blocage aminotenninaL 



10 



7. Proteine selon I'une des revendications 5 et 6, caractcrisee en ce qu'elle a 
une masse moldculaire apparcnte de 9 + 2 kDa. 

8. Proteine selon l*une des revendications 5 ct 6^ caractcrisce cn ce qu'elle a 
15 une masse moleculaire apparcnte de 11 ± 2 kDa. 

9. Proteine selon I'une des revendications 5 et 6, caractcrisee en ce qu'elle a 
une masse moleculaire appaxcnte de 16 + 2 kDa. 

20 10. Prot6ine selon la revendication 5» caractcrisee en ce qu'elle "est O- 
glycosylCe. 

11. Prot6ine selon la revendication 5, caiacteris& en ce qu'elle est N- 
glycQsylde. 

25 

12. Proteine selon I'une des revendications 4 et 5, caracteris<Se en ce qu'elle a 
un degie de purete superieur a 90 %. 

13. Proteine selon la revendication 5, caractcrisee cn ce qu'elle a un degiC 
30 de purete supCrieur i 95 %. 

14. ADN recombinant caracterise, en cc qu'il code pour une prot6ine selon 
I'une des revendications 4 et 5 ou pour un prccurseur d'une protCine 
selon I'une des revendications 4 et 5. 

35 
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15. ADN recombinant caract6ris£ cn cc gu'il code pour un prdcuiseur dHme 
proteine scion Ihine des revendications 4 et 5, qui comprend une 
sequence signal. 

5 16. ADN recombinant selon la revendication 15, caract6ris6 en ce que la 
s&)uencc signal est une s^ence choisie panni les s&)uences (bl), (b2) 
et (b3) suivantcs : 

(bl) Met Lys Ala Ser Ala Ala Leu Leu Leu Leu Leu Thr Ala Ala Ala 
10 1 5 10 15 

Phe Ser Pro Gin Gly Leu Ala 
20 

(b2) Met Pro Ser Pro Ser Asn Met Lys Ala Ser Ala Ala Leu Leu Cys Leu 
15 10 15 

15 Leu Leu Hir Ala Ala Ala Phe Ser Pro Gin Gly Leu Ala 

20 25 

(b3) Met Tip Lys Pro Met Pro Ser Pro Ser Asn Met Lys Ala Ser Ala Ala 
15 10 15 

20 Leu Leu cys Leu Leu Leu Thr Ala Ala Ala Pbe Ser Pro Gin Gly Leu 

20 25 30 

Ala 

17. ADN recombinant selon la revendication 16, caract6ris£ en ce que la 
25 sequence nucllotidique oodant pour la piot6ine mature est la sequence 

^a2) suivante : 

CAGCCAGTTG GGATTAATACTrCAACTACCTGCrGCrACA 
GATTTATCAATAAGAAAATC CCTAAGCAGA GGCTGGAGAG 
30 CTACAGAAGGA(XACCAGTAGCCACTGTCCCCGGGAAGCr 
GTAATCTTCA AGACCAAACT GGACAAGGAG ATCrGTGCTG 
ACOCCACACA GAAGTGGGTC CAGGACnTA TGAAGCACXn* 
GGACAAGAAA ACCCAAACrC CAAAGCTT 



35 
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18. ADN recombinant selon b revendication 16, caractdrise en ce que les 
sequences nucleotidiques codant pour les sdqumces d'acides amines 
(bl), (b2) et (b3) sont choisics panni les sequences (Nbl), 0^2) et 
^3) suivantes : 

5 

(Nbl) ATGAAAGCXTCTXjCAGCACTTCnxnxnurocnXjCIX^ 
CAGCTGCnr CAGCXXXXAG GGGCITGCr 



(Nb2) ATGCCCrcACOCTO::AACATGAAAG(XTCrGCAGCACrrc 
10 TGTGTCTGCT GCTCACAGCA GCTGCnTCA GCCCCCAGGG 

GCTTGCT 

G^3) ATGTGGAAGCCCATG(XCrcACCCnXXAACATGAAAGCXT 
CTGCAGCACTTCTGTGTCTG CTGCTCACAG CAGCTGCnT 
15 CAGCCXXX^VGGGGCTTGCr 

19. Vcacur d'cxpicssion, caractcris6 en ce qu'il contient, avec les moyens 
ncccssaiics a son expression, un ADN recombinant scion I'une dcs 
icvcndications 14 k 18. 

20 

20. Cdlulcs animaks, caractcrisccs cai ce qu^cs conticnnent, avec les 
moyens noccssaircs a son expression, un ADN recombinant scion IHme 
des icvcndications 14 a 18. 

25 21. Cellules animates selon la revendication 20, csaict6ns6c& en ce qu'ellcs 
contiamentun vcctnir d'cxprcssion scion la revendication 19. 

22. Cellules animales, selon I'une dcs rcvoodications 20 et 21, caractSiis&s 
ea ce qu'dles sont des cellules CHO. 



30 



23. Cellules animales, selon I'une dcs icvcndications 20 et 21, caracteiisees 
en ce qu'elles sont des cellules COS. 
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24. Levure caract6ris6c en cc qu'elle conticnt, avec Ics moycns ncccssaircs k 
son expression, un ADN recombinant selon Tune dcs revendications 14 
kl8. 

5 25. Proced^ de pr^iaration d*une proteine selon Tune des revendications 1 k 
13, caracteris6 en ce qu'il comprend une etape de culture de cellules 
animales selon Tune des revendications 21 et 22, suivie de Tisolement et 
de la purification de la prot6ine recombinante. 

10 26. Proc&lc de preparation d'une proteine selon l*une des revendications 1 k 
13, caracterisee en ce qu'il comprend une 6tape de culture de levure 
selon la revendication 23 suivie de Tisolement et de la purification de la 
proteine recombinante. 



15 



27. 



Medicament caract£ris6 en ce qu'il contient une prot6inc selon l*une des 
revendications 1113. 
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